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POLYMERE BIOCOMPATIBLE POUR LA FIXATION DE LIGANDS 

BIOLOGIQUES. 



5 La presente invention concerne un polymere biocompatible permettant la 

fixation de ligands biologiques, un conjugue polymere-ligand biologique, un dispositif 
de capture d'une molecule cible comprenant un support solide sur lequel est immobilise 
un conjugue polymere-ligand biologique ainsi que les methodes de preparation du 
polymere. 

10 Les polymeres de synthese ont ete utilises depuis longtemps aussi bien dans le 

domaine therapeutique pour vectoriser des molecules actives ou des genes que dans le 
domaine du diagnostic. Dans ce dernier cas, des ligands biologiques sont fixes sur les 
polymeres soit par complexation, par covalence ou par reconnaissance specifique, et 
les conjugues ainsi formes sont utilises dans des tests de detection de molecules cibles 

15 essentiellement pour augmenter la sensibilite. Ainsi la demanderesse a depose un 
certain nombre de brevets portant sur differents polymeres et leurs applications. 

Le brevet FR 2 688 788 (Charles M.H. et al.) decrit la synthese et l'utilisation de 
conjugues ligands biologiques/copolymere a base d'anhydride maleique comme le 
copolymere anhydride maleique/methyl-vinylether (AMVE) pour la fixation des ligands 

20 biologiques sur un support solide. De meme, le brevet FR 2 707 010 (Mabilat C. et al) 
decrit un copolymere a base de N-vinyl pyrrolidone comme le copolymere N-vinyl 
pyrroUdone^-acryloxysuccinimide (NVPNAS) toujours pour la fixation de ligands 
biologiques sur un support solide. Ces memes copolymeres ont et6 utilises pour des 
reactions d' amplification de signal (voir brevet FR 2 710 075, Mandrand B. et al.) ou 

25 pour la synthese in situ de conjugues (voir WO 99/07749, Minard C. et al). 

Bien que ces differents copolymeres permettent une amelioration de la 
sensibilite dans les tests diagnostiques, ils presentent un certain nombre 
d'inconvenients : 

Le copolymere est adsorbe sur le support solide de maniere aleatoire. On ne salt 
30 pas s'il est adsorbe via un ou des ligands biologiques, ou via des segments du squelette 
copolymere. De toute facon, le copolymere est adsorbe sur le support solide en 
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plusieurs points repartis le long du squelette (mode boucles). Dans ce cas, la 
disponibilite des ligands biologiques pour reagir avec les molecules cibles est limitee. 

De plus dans certains cas, les conjugues pr&sentent une stracture agr6gee (voir 
par exemple Erout M. N. et al., Bioconjugate Chemistry, 7(5) ,568-575, (1996) ou 
Delair T. et al., Polymers for Advanced Technologies, 9, 349-361, (1998). Ce 
phenomene d'agregation est resolu totalement par les methodes mises en ceuvre dans la 
demande WO 99/07749, mais la sensibilite des tests de detection des molecules cibles 
s'en trouve affectee. 

Une autre approche a et6 decrite par Ganachaud F. et al dans « Journal of 
Applied Polymer Science, 58, 1811-1824, 1995 ». Un homopolymere de N- 
vinylpyrrolidone est fonctionnalise a une extremite par de la biotine, ce qui permet 
d'envisager la fixation orientee de cet homopolymere sur une surface fonctionnaUsee 
par de la streptavidine. 

Cet homopolymere est obtenu par l'utiiisation d'un amorceur azoique porteur de 
deux fonctions biotine. Cependant, l'utiiisation d'un tel amorceur encombre se traduit 
par: un facteur d'efficacite faible (ce facteur correspond au nombre de chaines 
polymeres formees a partir de la decomposition d'une molecule d'amorceur : dans ce 
cas cette valeur est de 0,17 alors que pour les amoiceurs classiques la valeur est 
comprise entre 0,50 et 0,70); une vitesse de polym6risation tres lente; et une 
conversion finale du monomere limitee a 20,5 %. De plus, les masses molaires des 
homopolymeres obtenus sont tres faibles (6 000 g/mol), ce que les auteurs expUquent 
par la presence de nombreux protons labiles sur cet amorceur, favorisant les reactions 
parasites de transfert. Par ailleurs, apres la fixation de cet homopolymere sur une 
surface fonctionnaUsee par de la streptavidine, il ne reste aucun site potentiel de 
fixation des ligands biologiques sur ledit homopolymere. De plus, aucun copolymere ne 
presentant des sites potentiels de fixation de ligands biologiques n'a 6te synthetise par 
cette approche. 

Si un copolymere avait ete synthetise selon l'approche decrite dans le 
paragraphe precedent, les faibles masses obtenues ne permettraient d'envisager la 
fixation que de 1 ou 2 ligands biologiques par chaine de polym&re. De plus, ces ligands 
biologiques se retrouveraient tres proches de la surface du support solide et proches 
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entre eux, ce qui nuirait a l'efficacite de reaction de ces Ugands avec les molecules 
cibles. 

En outre, le fait de modifier la surface solide par de la streptavidine pour 
permettre l'accrochage du conjugu6 polymere-ligands biologiques modifie la nature de 
la surface de maniere non contrdlee en fonction de la structure de la proteine. 

Un exemple de polymere de faible masse molaire est donne dans le brevet US 
5,519,085 qui conceme la stabilisation de particules solides de type pigment dans des 
dispersions aqueuses et qui utilise des polymeres triblocs. 

La masse molaire de ces polymeres est inferieure a 20.000 g/mole et se situe en 
fait dans la gamme de 1000 a 7000 g/mole ce qui ne permet pas de reaUser un greffage 
61eve de molecules biologiques. 

La presente invention resout les problemes mentionnes ci-dessus en proposant 
un nouveau type de polymere pour la fixation de ligands biologiques qui presente : 

- une architecture contrSlee pour Eloigner les molecules biologiques du support 
solide et favoriser la reacuvite de ces Ugands biologiques avec des molecules cibles en 
solution, 

- une taille suffisante pour permettre un taux de greffage eleve des ligands 
biologiques tout en conservant un espacement entre lesdits Ugands et done favoriser la 
sensibilite des tests diagnostiques. 

Les methodes de preparation de ces polymeres par des techniques de 
polymerisation contrSlee permettent de connaltre a priori les masses molaires des 
chaines et de les obtenir avec des indices de polydispersite foibles, e'est-a-dire des 
chaines tees homogenes en taille. 

A cette fin, la presente invention decrit un polymere biocompatible d'une masse" 
molaire superieure a 50.000 g/mole, preferentiellement 90.000 g/mole, permettant la 
fixation de ligands biologiques, et comprenant au moins : un premier segment Uneaire 
consistant en un homopolymere hydrophobe resultant de la polymerisation d'un 
monomere A hydrophobe; un deuxieme segment lineaire consistant en un copolymere 
hydrophile resultant de la copolymerisation d'un monomere B portant une fonction 
reactive X et d'un monomere C hydrophile et ne portant pas de fonction reactive, ledit 



PPT/l7K01/01fi63 
WO 01/92361 



deuxteme segment etant lie a une extr6mite du premier segment de maniere covalente et 
l'ensemble des deux segments constituant le squelette du polymere. 

Par polymere biocompatible, on entend un polymere qui ne perturbe pas les 
proprietes biologiques des ligands biologiques fixes sur le polymere en terme de 

5 reconnaissance moieculaire. 

Par ligand biologique on entend un compose qui possede au moins un site de 
reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interSt biologique. A 
titre d' exemple, on peut citer comme ligands biologiques les polynucleotides, les 
antig&ies, les anticorps, les polypeptides, les prolines, les haptenes. 

10 Le terme « polynucleotide » signifie un enchainement d T au moins 2 

desoxyribonucl^otides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un 
nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une base modifiee 
tel que l'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5-.desoxyuridine, la 
desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute autre base 

15 modifiee permettant l'hybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau 
de la liaison internucieotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H- 
phosphonates, les alkyl-phosphonates, au niveau du squelette comme par exemple les 
alpha-oligonucieotides ( FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. 
Soc, 114, 1895-1897, (1992) ou les T O-alkyl ribose. Chacune de ces modifications 

20 peut etre prise en combinaison. Le polynucleotide peut etre un oligonucleotide, un acide 
nucieique naturel ou son fragment comme un ADN, un ARN ribosomique, un ARN 
messager, un ARN de transfert, un acide nucieique obtenu par une technique 
^amplification enzymatique. 

Par « polypeptide » on entend un enchainement d'au moins deux acides amines. 

25 Par acides amines, on entend les acides amines primaires qui codent pour les 

proteines, les acides amines derives apres action enzymatique comme la trans-4- 
hydroxyproline et les acides amines naturels mais non presents dans les proteines 
comme la norvaline, la N-methyl-L leucine, la staline (voir Hunt S. dans Chemistry 
and Biochemistry of the amino acids, Barett G.C., ed., Chapman and Hall, London, 

30 1985), les acides amines proteges par des fonctions chimiques utilisables en synthese 
sur support solide ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 
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Le tenne "haptene" designe des composes non immunogSnes, c'est-a-dire 
incapables par eux mfimes de promouvoir une reaction iramunitaire par production 
d'anticorps, mais capables d'Stre reconnues par des anticorps obtenus par immunisation 
d'animaux dans des conditions connues, en particulier par immunisation avec un 

5 conjugue haptene-proteine. Ces composes ont generalement une masse moleculaire 
infSrieure a 3000 Da, et le plus souvent inferieure a 2000 Da et peuvent gtre par 
exemple des peptides glycosyies, des metabolites, des vitamines, des hormones, des 
prostagiandines, des toxines ou divers medicaments, les nucleosides et nucleotides. 

Le terme "anticorps" inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les 

10 anticorps obtenus par recombinaison genetique, et des fragments d'anticorps tels que 
des fragments Fab ou F(ab')2- Le terme " antigSne " designe un compose susceptible 
de generer des anticorps. Le terme "proteine" inclut les holoproteines et les 
heteroproteines comme les nucl6oproteines, les lipoproteins, les phosphoproteines, les 
metalloproteines et les glycoproteins aussi bien fibreuses que globulaires sous ieur 

15 forme conformationnelle caracteristique. 

La technique de reference de mesure de la masse molaire d'un polymere, qui est 
exprimee dans la presente invention par le M p i C (masse molaire de la population 
majoritaire des chaines polymeres en g/mole) est la chromatographie d' exclusion 
sterique couple k un detecteur de diffusion de la lumiere (C.E.S/D.D.L). En 

20 determinant par mesure la valeur de l'incr6ment d'indice de refraction (dn/dc) du 
polymere considere dans un solvant approprie, solvant qui sera utilise comme eluant de 
la C.E.S, le detecteur D.D.L. donne des valeurs de masses molaires dites absolues par 
opposition aux valeurs de masses molaires dites relatives &. un etalonnage (standards 
polystyrene en phase organique par exemple), lorsqu'on utilise une technique C.E.S. 

25 conventionnelle. 

Le squelette du polymere est constitue de deux segments iineaires c'est a dire 
que chaque monomere, a l'exception des extremites, est lie a deux autres monomeres 
encadrant ledit monomere le long de la chaine. 

Le premier segment est un homopolymere hydrophobe c'est a dire comprenant 

30 un enchainement d'un seul monomere A hydrophobe. 
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Le deuxieme segment lineaire est un copolymere constitue de deux monomeres, 
le premier monomere C apportant de I'hydrophilie, afin de favoriser un deploiement 
maximal du deuxieme segment dans la phase aqueuse, et 1'autre monomdre B apportant 
une fonction reactive X afin de r6aliser, soit Tancrage covalent de segments lateraux, 
lesdits segments lateraux presentant chacun plusieurs sites potentiels de fixation de 
ligands biologiques, ou soit directement la fixation de ligands biologiques. Un autre 
role du monomere hydrophile est de permettre l'espacement des sites d'ancrage des 
chainons lateraux ou des molecules biologiques. 

Le terme copolymere doit etre compris comme un polymere forme par deux 
10 monomeres B et C difKrents et notamment les copolymeres statistiques (dans lesquels 
les motifs monomeres B et C sont repartis statistiquement le long de la chaine 
macroinoieculaire) et les copolymeres altern6s (dans lesquels les monomeres B et C se 
succfedent r6guliferement selon une structure generate (BC) n dans laquelle n est un 
nombre entier). Ces difKrents copolymeres peuvent etre obtenus par reaction de 
15 polycondensation, ou par polymerisation en chaine par voie radicalaire, ionique, ou par 
transfert de groupe, avantageusement par polymerisation radicalaire vivante comme la 
polymerisation par terminaison reversible (utilisation de radicaux nitroxydes), la 
polymerisation par transfert d'atome (ATRP), et de preference la polymerisation par 
transfert reversible de chaine par addition-fragmentation, appeiee RAFT (voir WO 
20 98/01478). Ces differentes techniques de polymerisation sont decrites par exemple dans 
K. Matyjazewski, Controlled Radical Polymerization, American Chemical Society 
Series, Washington DC, USA, 1997 ; G. Odian, Principles of Polymerization, Third 
edition, Wiley-Interscience Publication, 1991. 

De preference le deuxieme segment est un copolymere statistique. 
Le monomere A est un monomere hydrophobe choisi parmi : 
- les monomeres de type ethylene, propylene, vinyl aromatique, acrylate, 
methacrylate, derive substitue de l'acrylamide ou de methacrylamide, styrene ou derive 
substitue du styrene, halogenure de vinyle (chlorure de vinyle), acetate de vinyle, diene 
ou des monomeres presentant des fonctions nitriles (acrylonitrile). 

Par hydrophobe, on entend un monomere dont le polymere presente en phase 
aqueuse une structure de pelote compacte, correspondant a un coefficient de Mark- 
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Houwink-Sakurada (facteur de fonne) inferieur a 0,8. De preference le monomere A est 
choisi parmi les derives methacrylates, les derives acrylates, les derives du styrene, 
avaatageusement le n-butyl acrylate, le t-butyl acrylate, et le styrene. 

Le monomere B est un monomere fonctionnel c'est a dire porteur d'une fonction 
reactive X, choisi parmi les monomeres fonctionnels de type acrylate, methacrylate, 
styrenique, acrylamide et methacrylamide tels que les derives subsumes d'acrylamide et 
de methacrylamide, en particulier les derives saccharidiques polymerisables. 
Avantageusement, B est le N-acryloxy succinimide, le N-methacryloxy sucxinimide, le 
2-hydroxyethyl methacrylate, le 2-aminoethyl methacrylate, le 2-hydroxyethyl acrylate, 
le 2-aminoethyl acrylate, le l,2:3,4-di-0-isopropyUdene-6-0-acryloyl-D- 
galactopyranose, de preference B est le N-acryloxy succinimide, le 2-aminoethyl 
acrylate, le l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6-0-acryloyl-D-galactopyranose. 

La fonction reactive X est choisie a titre d'exemple parmi les groupements 
amine, hydrazine, hydrazone, azide, isocyanate, isothiocyanate, alcoxyamine, aldehyde, 
epoxy, nitrile, maleimide, halogenoalkyle, hydroxyle, thiol, acide carboxylique active 
sous forme d'ester de N-hydroxysuccinimide, de pentachlorophenyle, de 
trichloroph6nyle, de p-nitrophenyle, de carboxyphenyle. De preference, la fonction 
reactive X est choisie parmi les fonctions amine, aldehyde ou acide carboxylique active 
sous forme d'ester de N-hydroxysuccinimide. 

Le monomere C est un monomere hydrophile ne portant pas de fonction 
reactive. Par hydrophile, on entend un monomere dont le polymere presente en phase 
aqueuse une structure deployee, correspondant a un coefficient de Mark-Houwink- 
Sakurada superieur 4 0,8. Le monomere C est choisi parmi les monomeres derives 
d'acrylamide, de methacrylamide, la N-vinylpyrroUdone. De preference le monomere 
C est la N-vinylpyrrolidone (NVP), la N-acryloyl morpholine (NAM). 

Dans la presente invention, le premier segment a une masse molaire comprise 
entre 10.000 et 250.000 g/mol pour permettre rimmobilisation sur support soUde du 
polymere biocompatible de l'invention ou du conjugue polymfere-ligand biologique 
toujours selon l'invention. Le deuxieme segment a une masse molaire superieure a 
30 40.000 g/mole et de preference superieure a 80.000 g/mole pour pouvoir disposer de 



20 



WO 01/92361 



8 



PCT/FR01/01663 



suffisamment de fonctions reactives X permettant la fixation des ligands biologiques ou 
des segments lat6raux. 

De preference, le deuxieme segment est un copolymere statistique dont la 
composition exprimee par le rapport des quantites de monomeres en mole, quantite de 
monomere C sur quantite de monomere B est comprise entre 1 et 10, preferentiellement 
entre 1,5 et 4 pour permettre une espacement des fonctions r6actives et ainsi diminuer 
I'encombrement sterique qui pourrait resulter du couplage des ligands biologiques ou 

des segments lateraux. 

Dans un autre mode de realisation de l'invention, le polymere comprend, en 
outre, au moins un segment dit lateral, ledit segment lateral consistant en un 
homopolymere lineaire resultant de la polymerisation d'un monomere D portant une 
fonction reactive Y (eventuellement protegee) afin de realiser la fixation par couplage 
covalent de ligands biologiques, et ledit segment lateral etant lid de maniere covalente 
au deuxieme segment du squelette en un seul point de liaison par 1'intermediaire d'une 
de ses fonctions reactives X. Avantageusement au moins 10 segments lateraux, plus 
avantageusement au moins 30 segments lateraux, de preference au moins 70 segments 
lateraux, sont presents sur le squelette du polymere. Quand le polymere comprend au 
moins un segment latdral, le polymere est dit ramifie. Le segment lateral est lie par une 
liaison covalente au squelette du polymere en un seul point de liaison . 

Dans un mode particulier, la liaison consiste en une liaison covalente entre une 
fonction reactive quelconque Y du monomere D du segment lateral et une fonction 
reactive X d'un monomere B du squelette. 

Dans un autre mode particulier preferentiel, pour conserver une architecture 
contr61ee au polymere (c'est a dire pour que Ies segments lateraux soient fixes de 
maniere orientee sur le squelette, formant un espace cylindrique autour du squelette), la 
liaison covalente a lieu entre une fonction reactive differente de Y presente a 
I'extremite du segment lateral et une fonction reactive X d'un monomere B du 
squelette. A cette fin, une technique de polymerisation controlee comme la 
polymerisation anionique vivante ou de preference la polymerisation cationique vivante 
ou comme la polymerisation radicalaire vivante, de preference la technique RAFT est 
utilisee pour synthetiser le segment lateral. Ceci permet sa fonctionnalisation a une 
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extremite par une fonction reactive qui est susceptible de reagir (complementaire) avec 
la fonction X du monomere B. Entre cette fonction reactive terminale et Ie premier 
motif de rhomopolymere se trouve, en particulier, un bras espaceur de type -(CH 2 ) n - 
avec n nombre entier superieur ou egal a 1, afin de diminuer l'encombrement de 
Textr^mite du segment lateral et de favoriser la reaction de cette extremite sur une 
fonction X du squelette. Cela permet aussi d'eloigner du squelette les fonctions 
reactives Y du segment lateral. 

Le monomere D est choisi paxmi les monomferes fonctionnels de type acrylate, 
methacrylate, acrylamide, methacrylamide, ether vinylique comme le chloro ethyl vinyl 
ether (CEVE), les derives polymerisables d'un sucre comme le glucose ou le galactose, 
avantageusement parmi les derives polymerisables du galactose. 

En particulier le monomere D, s'il est derive d'un sucre, peut comporter un bras 
espaceur de type (CH 2 ) n O-, avec n nombre entier sup6rieur ou 6gal k 1, entre le sucre et 
la fonction polymerisable du monomere D pour eloigner le cycle saccharidique de la 
chaine du segment lateral et anteliorer l'accessibilite de la fonction reactive Y vis k vis 
des ligands biologiques. De preference la fonction polymerisable eventuellement portee 
par le bras espaceur est introduite en position 6 du cycle saccharidique pour les memes 
raisons. Les fonctions OH secondaires en position 1, 2, 3 et 4 du cycle saccharidique 
sont protegees sous forme d'acetate ou de benzoate, avantageusement sous forme 
d'acetal de type cyclohexylidene ou de preference de type isopropylidene (et sont 
d^protegdes apr£s polymerisation du monomere D afin de realiser le couplage covalent 
des ligands biologiques). 

En particulier, le monomere D est le N-acryloxy succinimide, le N- 
ntethacryloxy succinimide, le 1 ,2:3,4-di-(9-isopropylidene-6-0-acryloyl-D- 
galactopyranose. De preference, le monomere D est le l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6- 
0-(2-vinyloxyethyl)-D-galactopyranose. 

De preference, le segment lateral a une masse molaire superieure a 1 500 g/mole. 

La fonction reactive Y est choisie k titre d'exemple parmi les groupements 
amine, hydrazine, hydrazone, azide, aldehyde (en particulier aldehyde masque en 
position anomerique d'un cycle saccharidique), thiol, acide carboxylique active comme 
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par un N-hydroxysuccinimide, nitrile, halog&ioalkyle, hydroxyle, maleimide, epoxy, 
alcoxyamine. 

En fonction des contraintes de polymerisation et de construction de 
r architecture du polym&re, les fonctions reactives sont protegees ou non sur les 
monomeres B et/ou D. Dans le cas oil le monomere B est le N-acryloxy succinimide, ce 
monomere polymerise sans necessiter la protection de la fonction reactive. Dans le cas 
oil le monomere D est derive d'un sucre, il est n6cessairement proteg6 comme ceci est 
explique dans les exemples. 

Les groupements protecteurs de type isopropylid&ie sont enleves en milieu 
acide ce qui libere les fonctions hydroxyles du cycle saccharidique, conferant un 
caractere hydrophile au segment lateral. Cela permet aussi l'<§tablissement de l'equilibre 
entre la forme cyclique et la forme acyclique du sucre, cette derniere forme faisant 
apparaitre une fonction aldehyde sur la position anomerique du sucre. 

Dans un premier mode de realisation de l'invention, la fonction reactive Y est 
differente de la fonction reactive X. Differents modes pr^ferentiels sont indiques ci- 
dessous : 

X est une fonction carboxylique activee par un N-hydroxysuccinimide (par 
exempie si B est le N-acryloxy succinimide) et Y est une fonction aldehyde protegee 
(par exempie si D est le l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6-0-(2-vinyloxy ethyl)-D- 
galactopyranose), et dans ce cas le segment lateral est fonctionnalise en extremite avec 
une fonction amine, hydrazine ou alcoxyamine comme cela est bien d6crit dans les 
exemples. La fonction resultante de Tancrage du segment lat6ral sur le squelette est une 
fonction de type peptidique ou hydrazinopeptidique, tres stable. 

X est une fonction carboxylique activee par un N-hydroxysuccinimide (par 
exempie si B est le N-acryloxy succinimide) et Y est une fonction halogenoalkyle (par 
exempie si D est le chloro 6thyl vinyl ether), et dans ce cas ie segment lateral est 
fonctionnalise en extremite avec une fonction amine, hydrazine ou alcoxyamine. La 
fonction resultante de Tancrage du segment lateral sur le squelette est une fonction de 
type peptidique ou hydrazinopeptidique, tres stable. 

X est une fonction amine (par exempie si B est le 2-amino 6thyl acrylate) et Y 
est une fonction halog6noalkyle (par exempie si D est le chloro ethyl vinyl £ther), et 
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dans ce cas le segment lateral est fonctionnalise en extremit6 avec une fonction 
ald6hyde. La fonction resultante de l'ancrage du segment lateral sur le squelette est une 
fonction de type inline stabilisee par reduction en amine secondaire (par exemple par 

I'utilisation de NaBIiO. 

X est une fonction amine (par exemple si B est le 2-amino ethyl acrylate) et Y 
est une fonction aldehyde protegee (par exemple si D est le l,2:3,4-di-0- 
isopropylidene-6-0-(2-vinyloxy ethyl)-D-galactopyranose), et dans ce cas le segment 
lateral est fonctionnalise en extremitd avec une fonction aldehyde. La fonction 
resultante de l'ancrage du segment lateral sur le squelette est une fonction de type imine 
stabilisee par reduction en amine secondaire (par exemple par I'utilisation de NaBHt). 

X est une fonction amine (par exemple si B est le 2-amino ethyl acrylate) et Y 
est une fonction aldehyde protegee (par exemple si D est le l,2:3,4-di-0- 
isopropyUdene-6-Oacryloyl-D-galactopyranose) et dans ce cas le segment lateral est 
fonctionnalis6 en extremite par une fonction carboxylique (introduite lors de la synthese 
dudit segment lateral par la technique RAFT). La fonction carboxylique terminale est 
activee (par exemple par utilisation de dicyclobexyl carbodiimide, DCC) afin de fixer 
de maniere covalente ledit segment lateral sur une des fonctions X du squelette. La 
fonction resultante de l'ancrage du segment lateral sur le squelette est une fonction de 
type peptidique tres stable. 

De preference encore X est une fonction amine (par exemple si B est le 2-amino 
ethyl acrylate) et Y est une fonction carboxylique activee par un N-hydroxysuccirumide 
(par exemple si D est le N-acryloxy succinimide), et dans ce cas le segment lateral est 
fonctionnalis6 en extremite par une fonction carboxylique (introduite lors de la synthese 
du segment lateral par la technique RAFT)- Dans ce cas, il est necessaire de realiser 
d'abord le couplage covalent des ligands biologiques sur les fonctions Y du segment 
lateral. Apres avoir bloque les fonctions residuelles Y (par exemple par de ramino 
ethyl morpholine), la fonction carboxylique terminale du segment lateral est activee 
(par exemple par utilisation de dicyclobexyl carbodiimide, DCC) afin de tier de maniere 
covalente ledit segment lat6ral sur une des fonctions X du squelette. La fonction 
resultante de 1'ancrage du segment lateral sur le squelette est une fonction de type 
peptidique tres stable. 
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Dans un deuxi&me mode de realisation de V invention, la fonction reactive Y est 
identique a la fonction reactive X. 

Dans ce cas, il est preferable que les fonctions r£actives X et Y soient des 
fonctions protegees et deprotegeables dans des conditions predeterminees. En 
particulier, il faut eviter des reactions conduisant k des phenomenes de reticulation intra 
segment qui nuiraient a la structure orientee en trois dimensions du polymere ramifie 
selon I'invention. De preference X et Y sont des fonctions carboxyliques activees par 
un N-hydroxysuccimmide (par exemple si B et D sont le N-acryloxy succinimide) et 
dans ce cas le segment lateral est fonctionnalis£ en extremity par une fonction thiol 
(introduite lors de la synthese du segment lateral par la technique RAFT). Dans ce cas, 
il est necessaire de realiser d'abord le couplage covalent des ligands biologiques sur les 
fonctions Y du segment lateral. Aprds avoir bloque les fonctions nSsiduelles Y (par 
exemple par de l'amino ethyl morpholine), la fonction thiol terminate du segment 
lateral est transformee en fonction amine (par exemple par utilisation de N-iodo6thyl 
trifluoro acetamide) afin de fixer de maniere covalente ledit segment lateral sur une des 
fonctions X du squelette. La fonction rdsultante de l'ancrage du segment lateral sur le 
squelette est une fonction de type peptidique tres stable. 

De preference X et Y sont des fonctions de type aldehyde protege (par exemple 
si B est le l^:3,4-^-0-isopropylidene-6-0-acryloyl-D-galactopyranose et si D est le 
l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6-0-(2-vinyloxy ethyl)-D-galactopyranose), et dans ce cas, 
le segment lateral est fonctionnalise en extr6mit6 par une fonction amine ou hydrazine. 
Dans ce cas, il est necessaire de d6proteger d'abord les sucres du squelette afin de fixer 
de maniere covalente le segment lateral sur une des fonctions X deprotegees du 
squelette. La fonction nSsultante de l'ancrage du segment lateral sur le squelette est une 
fonction de type imine stabilis6e par reduction en amine secondaire (par exemple par 
^utilisation de NaBH4). Apres avoir bloqu£ les fonctions residuelles X sur le squelette 
(par exemple par de P&hanolamine ou de preference par de l'amino ethyl morpholine), 
les sucres des segments lateraux sont a leur tour d6proteg& afin de realiser le couplage 
covalent des ligands biologiques. 
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Dans un autre mode particulier de realisation de V invention, Ie squelette polymere 
comprend en outre un segment dit d'eloignement intercale entre le premier segment et 
le deuxieme segment, consistant en un homopolymere lineaire resultant de la 
polymerisation d'un monomere E hydrophile, ledit monomere ne portant pas de 

5 fonction reactive. 

Le monomere E est choisi parmi les derives d'acrylamide, de methacrylamide, 
la N-vinyipyrrolidone. De preference le monomere E est la N-acryloyl morpholine 
(NAM). 

Le monomere E peut etre identique ou different du monomere C, de preference 
10 identique car la reaction de polymerisation est plus simple. 

Le segment d'eioignement a une masse molaire superieure a 5.000 g/mole, de 

preference 10.000 g/mole. 

Le segment d'eioignement est obtenu par polymerisation radicalaire vivante du 
monomere E, comme la polymerisation par terminaison reversible (utilisation de 
15 radicaux nitroxydes), la polymerisation par transfert d'atome (ATRP), et de preference 
la polymerisation par transfert reversible de chaine par addition-fragmentation (RAFT). 

Ce segment d'eioignement est synthetase consecutivement au premier segment 
ou au deuxieme segment, selon la nature des monomeres et selon la technique de 
polymerisation retenue. 

20 

La presente invention concerne egalement un conjugue comprenant au moins un 
ligand biologique fixe sur un polymere. 

Dans le cas ou le polymere selon V invention ne comporte pas de segments 
lateraux, les ligands biologiques sont fixes directement ou indirectement sur le 
polymere par l'intermediaire des fonctions reactives X du monomere B. 

25 

Dans le cas ou le polymere selon Pinvention comporte au moms un segment 
lateral, les ligands biologiques sont fix6s directement ou indirectement sur les segments 
lateraux. Dans un premier mode de fixation, les ligands biologiques sont fixes dans une 
premiere etape sur le segment lateral par l'intermediaire des fonctions Y et Tensemble 
segment lateral-ligands biologiques est ensuite fixe sur le squelette du polymere 

30 " • ^ 

comportant ou non un segment d'eioignement Dans un deuxieme mode de fixation, 
preferentiel, les ligands biologiques sont fixes, toujours par l'intermediaire des 
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fonctions Y, sur les segments lateraux, lesdits segments lateraux ayant ete 
prealablement fixes par leur extremity reactive sur les fonctions reactives X du 
squelette polymere. 

Par fixation indirecte on entend une fixation par une interaction non covalente. 

Pour une interaction non covalente, on peut utiliser tous moyens connus fondes 
par exemple sur les phenomenes d'affinite, notamment entre molecules biologiques 
comme 1'interaction biotine/streptavidine. Par exemple, la biotine est introduite sur le 
polymere par couplage covalent sur les fonctions reactives X et la fixation du ligand 
biologique sur le polymfere est assuree par la presence de la streptavidine introduite par 
couplage sur le ligand biologique. Dans un autre exemple, la streptavidine est introduite 
sur le polymfere par couplage covalent sur les fonctions reactives X et la fixation du 
ligand biologique sur le polym&re est assuree par la presence de la biotine introduite par 
couplage sur le ligand biologique. 

Par fixation directe on entend une fixation par couplage covalent. De 
nombreuses methodes pour introduire des fonctions reactives sur un ligand biologique 
sont disponibles : pour les proteines, antigenes, anticorps ou polypeptides, voir par 
exemple "Chemistry of protein conjugation and cross-linking", Wong S. S. 3 CRC press, 
Boca Raton, 1991 ou "Bioconjugate techniques", Hermanson G.T., Academic Press, 
San Diego, 1996. Pour les acides nucleiques, on synthetise par exemple un 
polynucleotide par m&hode chimique sur support solide ayant une fonction reactive a 
un endroit quelconque de la chaine comme par exemple, l f extremite 5* ou l'extr&nitf 3 f 
ou sur une base ou sur un phosphate internucleotidique ou sur la position 2' du sucre 
(voir « Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties » edite par 
S. Agrawal, Humana Press, Totowa, New Jersey). Des methodes d' introduction de 
fonctions nSactives sur des hapt&ies sont donnees notamment dans "Preparation of 
antigenic steroid-protein conjugate", F Kohen et al., dans Steroid immunoassay, 
Proceedings of the fifth tenovus workshop, Cardiff, Avril 1974, ed. EHD Cameron, SH. 
Hillier, K. Griffiths, comme par exemple rintroduction d'une fonction hemisuccinate 
en position 6, 11, 20 ou 21, d'une fonction chloroformiate en position 11 ou d'une 
fonction carboxymethyle en position 6, dans le cas de la progesterone. II n'est pas 
forcement necessaire d'introduire specifiquement une fonction reactive sur le ligand. 
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Par exemple, dans le cas d'un ligand biologique de type proteine possedant une 
composition en lysine suffisante, les amines portees par la chaine laterale de la lysine 
peuvent Stre utilis6es pour le couplage. 

Le ligand biologique est couple au polymere par formation d'une liaison 

5 covalente entre les deux fonctions r^actives complementaires, Tune portee par le ligand 
biologique et l'autre par le polymere. Par exemple, on peut coupler une fonction amine 
primaire sur un acide carboxylique active comme par le N-hydroxy succinimide ou sur 
un aldehyde, une fonction alcoxyamine avec une cetone ou un aldehyde, une fonction 
hydrazine avec un aldehyde, ou bien une fonction thiol avec un halogenoalkyle ou un 

10 maleimide. Dans le cas d'un couplage entre une amine et un aldehyde, il est pr&fcrable 
de reduire l'imine formee, soit simultanement par Taction de NaBH 3 CN, soit dans une 
etape ulterieure par action de NaBHj ou NaBH 3 CN. 

Un autre objet de la pr&ente invention est un dispositif de capture d'une 
molecule cible dans le but de la detecter et/ou la doser et/ou la purifier, comprenant un 

15 support solide sur lequel est immobilise un conjugue polymere-ligand biologique. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels 
peut etre immobilise le conjugue pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en 
chromatographic d'affinite et dans des processus de separation. Des materiaux naturels, 
de synthese, modifies ou non chimiquement, peuvent etre utilises comme support 

20 solide, notamment des polymdres tels que polychlorure de vinyle, polyethylene, 
polystyrenes, polyacrylate, polyamide, ou copolymeres a base de monomeres vinyl 
aromatiques, alkylesters d'acides alpha-beta insatur6s, esters decides carboxyliques 
insatures , chlorure de vinyliddne , di6nes ou composes pr^sentant des fonctions nitrile 
(acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure de vinyle et de propylene, polymere de 

25 chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymeres a base de styrenes ou derives 
substitu6s du styrfcne; des fibres synthetiques telles que le nylon; des materiaux 
inorganiques tels que la silice, le verre, la c6ramique, le quartz; des latex, des particules 
magndtiques; des derives metalliques. Le support solide selon Tinvention peut etre, sans 
limitation, sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un 

30 tube, d'un puits, de billes, particules ou analogues, support plan comme un wafer de 
silice ou silicium. Le materiau est soit hydrophile, soit hydrophobe intrinsequement ou 
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par suite d'une modification chimique comme par exemple un support hydrophile rendu 
hydrophobe. 

Par exemple, la surface d'un wafer de silice est rendue hydrophobe par 
silanisation, en utilisant un alkylsilane comme le n-octadecyl methyl dichlorosilane, le 
n-octadecyl dimethyl chlorosilane ou le n-octadecyl trichlorosilane. 

Dans un mode de realisation, le conjugue polymdre-Ugand biologique est 
immobilise sur le support solide par liaison covalente. 

Par exemple, si A est le t-butyl acrylate, le squelette est immobilise sur un wafer 
de silice silanise par un amino silane, par reaction de transamidation entre les fonctions 
ester de t-butyl du premier segment du squelette et les fonctions amine en surface du 
support, ou par reaction d'hydrolyse des fonctions ester de t-butyl dudit premier 
segment suivie d'une activation des fonctions carboxyliques resultantes (utilisation de 
dicyclohexyl carbodiimide), afin de realiser une liaison covalente de type peptidique 
avec les fonctions amines en surface du support 

Dans un mode de realisation pr£fere selon Invention, le conjugue polymere- 
ligand biologique est immobilise sur le support solide par adsorption en utilisant une 
interaction de type hydrophobe-hydrophobe entre le premier segment du polymere et la 
surface du support qui est dans ce cas hydrophobe. 

Pour permettre la detection et/ou la quantification et/ou la purification de la 
molecule cible, le ligand biologique est capable de former un complexe de capture 
ligand/anti-iigand. En particulier, ledit anti-ligand constitue la molecule cible. En 
fonction de la nature de la cible a d&ecter, 1'homme du metier choisira la nature du 
ligand biologique a fixer sur le polymfere. A titre d'exemple, pour la mise en evidence 
d'une molecule cible de type acide nucleique, le ligand biologique peut etre un acide 
nucieique suffisamment complementaire de la cible pour s'hybrider specifiquement en 
fonction des conditions de reaction et notamment la temperature ou la salinite du milieu 
reactionnel. 

Une etape de detection de la molecule cible peut Stre n£cessaire comme dans le 
cas d'une hybridation sandwich (voir par exemple WO 91/19862) ou bien la molecule 
cible peut Stre directement marquee comme apr£s une technique d' amplification 
enzymatique de type PCR (polymerase chain reaction) qui incorpore un nucleotide 
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fluorescent, (voir DNA probes, 2 nd edition, Keller G.H. et Manak M., Stockton Press, 
1993). 

Lors des diffcrentes etapes de couplage covalent decrit precedemment, il est 
souhaitable de bioquer les fonctions rSactives X ou Y qui n'ont pas reagi, par Taction 
d'une molecule chimique de petite taille. Par exemple, lors de la fixation de ligands 
biologiques portant une fonction amine sur un polymere ne comportant aucun segment 
lateral et comprenant un d6riv6 NAS comme monomere B, les fonctions esters actives 
residuelles du squelette sont bloquees par reaction d'une molecule de type aminoalcane 
comme l'ethyl amine, la propyl amine, la butyl amine, l'hexyl amine, ou de type 
aminoalcool comme l'6thanolamine, le 3-amino-l-propanol, le 4-amino-l-butanol, le 5- 
amino-l-pentanol, le 6-amino-l-hexanol, ou de preference 1'aminoethyl morpholine. La 
mSme molecule est utilis£e pour bioquer les fonctions aldehydes residuelles du 
monomere D du segment lateral apres la fixation de ligands biologiques sur ledit 
segment lateral. Un autre avantage de l'amino (Sthyl morpholine est d'apporter un 
surcroit d'hydrophilie au conjugu£. 

Dans un autre exemple, lors de la fixation de ligands biologiques sur un 
polymere ne comportant aucun segment lateral et comprenant un d6riv<§ amino ethyl 
acrylate comme monomere B, les fonctions amines residuelles du squelette sont 
bloquees par reaction d'une molecule de type anhydride d'acide comme V anhydride 
ac&ique, ou de type chlorure d'acide comme le chlorure d'&hanoyle. 

La prSsente invention a aussi pour objet un proc&ie de synthase d'un polymere 
selon V invention dans lequel on prepare le squelette lineaire du polymere par 
accroissement de chaines par i'une des methodes generalement utilisees pour 
synthetiser des copolymeres k blocs. Parmi ces methodes, on choisit de preference soit 
1'addition sequentielle du (ou des) monomere(s) correspondant a Tun des deux 
segments puis du (ou des) monomere(s) correspondant a l'autre segment, soit la 
synthase prdalabie de i'un des deux segments, ledit segment 6tant ensuite utilise comme 
macroamorceur ou macroagent de transfert pour la synth&se de l'autre segment. 

L'une quelconque des techniques de polymerisation radicalaire vivante decrites 
pr£c£demment peut Stre utilis6e pour la synthase de chaque segment, de preference la 
polymerisation par transfert r6versible de chaine par addition/fragmentation (RAFT). 
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Le premier segment et le deuxteme segment sont synthetises soit par la meme 
technique soit par une combinaison de deux techniques differentes. 

L'homme du metier optera pour une strategic de synthese du squelette (ordre 
d'introduction des monomeres) en fonction de la nature des monomeres A, B, C choisis 
pour constituer le squelette et en fonction de ia technique de polymerisation retenue. 

Par exemple, si A est le t-butyl acrylate, si B est le NAS et si C est le NAM, on 
prepare le squelette par ia rn&hode du macroagent de transfert en utilisant la technique 
de polymerisation RAFT. Dans un premier temps, un copolymere statistique de NAS et 
de NAM est synth&isd par la technique RAFT. Dans un deuxieme temps, ce 
copolymere est utilise comme macroagent de transfert pendant la polymerisation par la 
technique RAFT de t-butyl acrylate. II en r&ulte un allongement des chaines 
copolym&res par un segment d'homopoly(t-butyl acrylate). 

Dans un autre exemple, si A est le styr£ne, si B est le NAS et si C est le NAM, 
on prepare le squelette par la methode d'addition sequentielle des monomeres en 
utilisant la technique de polymerisation RAFT. Dans ce cas, le styrdne est polymerise 
dormant lieu au premier segment puis un melange de NAS et de NAM est introduit afin 
de synthetiser le deuxteme segment consecutivement au premier. L' ordre inverse peut 
aiissi etre realise. 

Dans le cas ou le squelette du polymere comprend un segment d'eloignement, le 
procede de synthese est similaire, soit par addition sequentielle des monomeres 
correspondants aux difierents segments, soit par synthese successive de 
macroamorceurs, toujours par Tune quelconque des techniques de polymerisation 
radicalaire vivante. 

Dans le cas de la synthese d'un polymere comprenant au mo ins un segment 
lateral, ce proc6de de synthese comprend les Stapes suivantes : 

- Ton prepare le squelette lin6aire du polymere par accroissement de chaines a 
partir d'une des extremites du polymere tel que d£crit pr6cedemment. 

- Ton prepare ind£pendamment le segment lateral par une technique de 
polymerisation contrdtee choisie parmi les techniques comprenant la polymerisation 
cationique vivante, la polymerisation anionique vivante, la polymerisation radicalaire 
par transfert reversible de chaine par addition/fragmentation (RAFT), puis Ton introduit 
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sur ledit segment lateral, a une extremity une fonction reactive capable de reagir avec 
la fonction reactive X du monontere B present sur le squelette, 

- Pon met en presence le squelette lineaire et plusieurs segments lateraux pour 
permettre la fixation covalente des segments lateraux le long du squelette. 

A titre d'exemple, si A est le t-butyl acrylate, si B est le NAS et si C est le 
NAM, on prepare le squelette par la ntethode du macroagent de transfert en utilisant la 
technique de polymerisation RAFT. Dans un premier temps, un copolymere statistique 
de NAS et de NAM est syntitetise par la technique RAFT. Dans un deuxieme temps, ce 
copolymere est utilise comme macroagent de transfert pendant la polymerisation par la 
technique RAFT de t-butyl acrylate. II en rSsulte un allongement des chaines 
copolymeres par un segment d'homopoly(t-butyl acrylate). 

Concernant le segment lateral, si D est le l,2:3,4-di-aisopropylidene-6-0-(2- 
vinyloxy ethyl)-D-galactopyranose), le segment lateral est obtenu par polymerisation 
cationique vivante. Compte tenu de la presence de fonctions reactives X de type ester 
active sur le squelette, le segment lateral est fonctionnalise en extr&nite avec une 
fonction amine, ou hydrazine. 

Un grand nombre de segments lateraux sont introduits dans une solution du 
squelette en presence de tri&hylamine. La fonction tesultante de la fixation des 
segments lateraux sur le squelette est une fonction de type peptidique ou 
hydrazinopeptidique, trfes stable. 

Dans un autre exemple, si A est le t-butyl acrylate, si B est le 2-amino ethyl 
acrylate et si C est le NAM, on prepare le squelette par la methode du macroagent de 
transfert en utilisant la technique de polymerisation RAFT. Dans un premier temps, un 
copolymere statistique de B et de C est synthetise par la technique RAFT. Dans un 
deuxieme temps, ce copolymere est utilise comme macroagent de transfert pendant la 
polymerisation par la technique RAFT de t-butyl acrylate. II en rfsulte un allongement 
des chaines copolymeres par un segment d'homopoly(t-butyl acrylate). 

Concernant le segment lateral, si D est le chloro ethyl vinyl ether, le segment 
lateral est obtenu par polymerisation cationique vivante. Compte tenu de la presence de 
fonctions reactives X de type amine sur le squelette, le segment lateral est 
fonctionnalise en extremite avec une fonction aldehyde. 
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Un grand nombre de segments lateraux sont introduits dans une solution du 
squelette du polymere (ledit squelette comprenant les monomeres A, B, C et 
6ventuellement E). La fonction resultante de Tancrage du segment lateral sur le 
squelette est une fonction de type imine stabilisee par reduction en amine secondaire 
(par exemple par Putilisation de NaBELi). 

La figure 1 represente un exemple de spectre RMN HI pour le suivi cinetique de 
la consommation des monomeres comme decrit dans l'exemple 1. Le pic du trixoane 
est visible a 5,lppm (rectangle droit), les pics correspondants aux protons duNAM sont 
indiques par les traits qui partent du rectangle central et les pics correspondants aux 
protons du NAS sont indiques par les traits qui partent du rectangle gauche. 

La figure 2 represente revolution de la composition du copolymere NAM/NAS 
en fonction du taux de conversion (%) pour differents rapports molaires des 
momomeres NAM/NAS dans le melange initial : 80/20 ; 70/30 ; 60/40 ; 50/50 ; 20/80 
comme decrit dans Texemple 1 . 

La figure 3 represente la masse molaire exprimee en g/mole du copolymere AF 
44 en fonction du taux de conversion des monomeres exprime en % (voir exemple 2). 

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer quelques avantages de 
1'invention sans toutefois en limiter la port£e. 

Eremple 1 : svnthese de sauelettes NAM/NAS par radicalaire 
conventionnelle 

Mode operatoire general : 

Le N-Acryloylmorpholine (NAM, vendu par POLYSCIENCES, INC, reference 
21 192) est distille avant utilisation en polymerisation. 

Le N-Acryloxysuccinimide (NAS, vendu par ACROS, reference 40030) est 
purifie par chromatographic sur colonne de silice avant utilisation en polymerisation. 

Le dioxane (solvant) ( vendu par SDS, reference 27,053-9) est distille sur 
LiAlHU avant utilisation. 

L*azobis-isobutyronitrile AIBN (amorceur de polymerisation) (Fluka, reference 

1 1 630) est recristallise dans l'dthanol. 

Le trioxane (reference interne pour le suivi R.M.N. l H, vendu par JANSSEN- 
CHIMICA, reference 14.029.61) est utilise tel quel. 
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Les experiences d'homopolymerisation du NAM et de copolymerisation du 
NAM avec le NAS ont ete effectives dans un ballon tricol de capacity 100 mL, equipe 
d'un systeme d'agitation magnetique et d'une arrivee d 5 azote. 

Les monomeres, le trioxane et le solvant sont introduits dans le ballon et le 
melange est degaze pendant une heure grace a un bullage d'azote afin d'eliminer toute 
trace d'oxygene dissout. 

Le melange reactionnel est porte a 60°C pendant quinze minutes. 

Pendant ce quart d'heure, TAIBN, dissout dans 0,5 mL de dioxane, est degaze 
grace a un bullage d' azote. 

II est ensuite rapidement introduit dans le ballon k Taide d'une seringue 
prealablement soumise a un courant d'azote. 

C'est le temps zero des polymerisations. 

Pendant toute la duree de la manipulation, Tarrivee d'azote est maintenue au 
dessus du milieu reactionnel et ce pour eviter d'eventuels sites preferentiels de 
polymerisation (seringue). 

Des prelevements d' environ 500 \xL sont effectues k des temps determines, 
transvases dans des flacons contenant des traces d'hydroquinone (vendu par JANSSEN- 
CHIMICA, reference 123-3169) et places dans un bain de glace. 

En fin de reaction, le polym&re est recupere par precipitation dans Tether puis 
seche sous vide de la pompe a palettes pendant une nuit. 

Suivi cinetiaue de la polymerisation : 

Le suivi cinetique de la consommation des monomeres est realise par R.M.N. *H 
(Resonance Magnetique Nucieaire) sur un spectrometre VARIAN UNITY PLUS 500 
MHz. 

Les echantillons a analyser sont prepares en meiangeant 300 pL de chaque 
prelevement a 300 \iL de solvant deuterie, le CDC1 3 . L'analyse R.M.N. ! H est effectuee 
en irradiant le pic du dioxane. Cette methode presente l'avantage d' analyser le milieu 
reactionnel sans evaporer le solvant de synthese et permet done d'eviter d'eventuelles 
transformations des produits. 

La diminution des pics relatifs aux protons vinyliques des monomeres est suivie 
en fonction du temps par rapport 4 une reference interne, le trioxane. Le trioxane a la 



WO 01/92361 



22 



PCT/FR01/01663 



particularity de presenter un pic R.M.N. *H sous la forme d'un singulet fin, intense, et 



isole des protons vinyliques des deux monomeres, NAM et NAS. (voir figure 1 pour un 
exemple de spectre de R.M.N.) 

Les conversions des deux monomeres sont obtenues par : 



Cnam • conversion en NAM, 
Hnam : integrate relative a un proton du NAM, 
Hnas - integrate relative k un proton du NAS, 
Htrioxane: integrate relative aux six protons du trioxane. 

L'etude cinetique realiste a permis de determiner les taux de reactivite en 
copolymerisation de ce couple de monomeres : 
r N AS = 0,63 et r NA M = 0,75 

Ces valeurs indiquent que la derive de composition est trbs faible au cours de la 
copolymerisation, ce qui revient a dire que les chaines macromoleculaires fonnees sont 
tres homogenes en composition, et possedent une composition proche de celle du 
melange initial de monomeres (figure 2, qui represente 1'evolution de la composition du 
copolymere NAM/NAS en fonction du taux de conversion (%) pour dififerents rapports 
molaires des momomeres NAM/NAS dans le melange initial : 80/20 ; 70/30 ; 60/40 ; 
50/50 ; 20/80). 

Ceci est particulterement vrai pour la composition dite "azeotropique", qui 
correspond a uh ratio NAM/NAS de 60/40. 




avec Cnas • conversion en NAS, 
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Les conditions operatoires utilisees et les caracteristiques des diflerents copolymers 
synthetis^s sont resumees dans les tableaux ci-dessous : 

Tableau A : Copolvmeres de rapport molaire NA M/NAS variable et de masses 
5 molaires similaires de Pordre de 100 000 g/mol. 

Concentration initiale en monomferes des essais: 



Reference du 
copolymere 


(NAMjo 
(moLL 1 ) 


[NASJo 
(moLL* 1 ) 


[Trioxane] 
(moLL* 1 ) 


COPOl 


0,810 


0,200 


0,063 


COP0 2 


0,703 


0,300 


0,059 


COP0 3 


0,590 


0,400 


0,050 


COP0 4 


0,500 


0,500 


0,040 



Tous ces essais sont r6alis6s dans le dioxane a 60°C, en presence d'une 
10 concentration d'amorceur, [AIBN] = 0,005 moLL" 1 . 
Caract&ristique des copolym&res : 



Reference 


Conversion 


Composition 


M n ** 


M pic ** 


T ** 


du 


(%) 




NAM/NAS 


(g.mol 1 ) 


(g-mol 1 ) 




copolymere 


NAM 


NAS 


(*) 








COPOl 


94,6 


98,3 


80/20 


79 200 


145 500 


2,0 


COP0 2 


89,0 


91,7 


70/30 


94 000 


153 500 


1,8 


COP0 3 


82,5 


81,7 


60/40 


94 000 


137 800 


1,7 


COP0 4 


82,0 


76,6 


51/49 


101 200 


162 000 


1,8 



(*) obtenue a partir de 1' equation de copolymerisation en utilisant les taux de 
reactivite determines auparavant 

(**) : Mn est la masse molaire moyenne en nombre des chaines polymeres 
formees, M p i c correspond k la masse molaire de la population majoritaire, et Ip est 
Tindice de polymotecularite reftetant Thomog6n6ite des masses des chaines polymeres 
(plus Ip est proche de 1, plus les chaines polymfcres sont homogfcnes en masse). 
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Ces donnSes sont obtenues par chromatographie d' exclusion sterique 
(C.E.S.)dans le DMF, avec etalonnage polystyrene c'est a dire : 

Colonne : Polymer Laboratories Gel Mixed column, type C ; pompe : Waters 
510; d&ecteur UV : Waters 484 ; d&ecteur r^fractometrique differentiel : Waters 410 ; 
eluant : dimethylformamide (DMF) ; Debit : 0,5 mL.min' 1 ; temperature : 55°C ; etalons 
: standards Polystyrene. 

Les mesures des masses des copolymeres par la technique de reference 
C.E.S./D.D.L. 

sont donn^es ci-dessous : 



Reference 
du 

copolym&re 


M„* 
(g-mor 1 ) 


M plc * 
(g-mor 1 ) 




COPOl 


98 200 


137 000 


1,8 


COP0 2 


112 300 


142 600 


1,8 


COP0 3 


121 200 


131 900 


2,0 


COP0 4 


87 100 


82 000 


1,4 



* : Conditions d'analyses par Chromatographie d' Exclusion Sterique (C.E.S.) 
couple a un detecteur de diffusion dynamique de la lumi&re (DDL) : 

Colonnes : Ultra Hydrogel 500 et 2000 (Waters); pompe : Waters 510; 
detecteur UV : Waters 484; d&ecteur r6firactom6trique differentiel : Waters 410 ; 
detecteur Diffusion Dynamique de la Lumiere : Trois angles, miniDawn, Wyatt 
Technology ; 61uant ttampon borate 0,05 M pH = 9.3 ; debit : 0,5 mL.min l . 
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Tableau B : Copolvmeres NAM/NAS ou Acrvlamide/NAS fAAm/NAS^) de 
rap port molaire constant : 80/20 et de masses molaires variables 
Conditions operatoires de synthase 



Reference du 
copolyniere 


fM] 

(moLL" 1 ) 


[AIBN1 
(%IM]) 


T 

<°Q 


Solvant 


Duree de 

polymerisation 

(heures) 


comonomere 
utilise avec Ie 
NAS 


FD2 


1,00 




60 


DMF 


4 


AAm 


FD3 


0,80 




60 


DMF 


4 


AAm 


FD20 


0,65 




60 


DMF 


4 


AAm 


FD5 


1,00 


0,5 


60 


DMF 


2 


AAm 


FD19 


1,00 




55 


DMF 


4 


AAm 


FD21 


1,00 




50 


DMF 


4 


AAm 


FD14 


1,00 


0,5 


60 


DMF 


2 


NAM 


FD15 


1,00 


0,5 


60 


Toluene 


4 


NAM 


FD16 


1,00 


0,5 


60 


Dioxane 


2 


NAM 



5 

[M] = [NAM] + [NAS] ou [AAm] + [NAS] avec [ ] pour indiquer la concentration. 
Mesure des taiiles des copolymdres 





CES/DDL* 


Reference 
du 

copolymers 


M n 

(g.mol 1 ) 


M pIc 
(g-mor 1 ) 


Ip 


FD2 


33 100 


37 700 


1,5 


FD3 


27 300 


25 500 


1,7 


FD20 


12 090 




1,7 


FD5 


45 200 


55 500 


1,4 


FD19 


27 600 


32 400 


i,8 


FD21 


Pas de polymerisation 


FD14 


79 400 


89 600 


1,6 


FD15 








FD16 


107 400 


133 500 


1,6 



10 
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* : Conditions d'analyses par Chromatographie d'Exclusion Sterique (C.E.S.) 
coupte a un detecteur de diffusion dynamique de la lumi&re (DDL) : 

Colonnes : Ultra Hydrogel 500 et 2000 (Waters) ; pompe : Waters 510 ; 
detecteur UV : Waters 484 ; detecteur refractom&rique difKrentiel : Waters 410 ; 
5 detecteur Diffusion Dynamique de la Lumiere : Trois angles, miniDawn, Wyatt 
Technology ; 61uant :tampon borate 0,05 M pH = 9.3 ; debit : 0,5 mL.min" 1 . 

Analyse par R.M.N. I3 C du conolvmfere de NAM et de NAS : mimerotation et 
attributions des carbones dans Tanalvse : 

.0 

12 6 7 




Position du carbone 


D6placement chimique en ppm (DMSO-d6, 360K) 


1 


35 (raie large) 


2 


41 (raie large) 


3 


169-171 (raie large) 


4 


169 (raie fine) 


5 


25 (raie fine) 


6 


35 (raie large) 


7 


41 (raie large) 


8 


171-173 (raie large) 


9 


65 (raie fine) 



15 



WO 01/92361 



27 



PCT/FR01/01663 



Exenrote 2: synthase de sauelettes N AM/N AS oar p olymerisation 
radicalaire controlee de type RAFT. 

La synthese d'homopolym&res de NAM ainsi que de copolynieres statistiques de 
NAM et de NAS (rapport molaire 80/20) a ete effectuee par le precede RAFT, en 
utilisant comme agent de transfert de type dithioester, l'acide thiobenzoyl 
thioglycolique (I) (vendu par Aldrich, reference 15,788-0) ou de preference le 
dithiobenzoate de tertiobutyle (II). 

Ce proc&ie permet d'obtenir des chaines monodisperses et de masses molaires 
controlables en fonction de la conversion. 

Les chaines polymSres formees portent k Tune de leurs extremites une fonction 
dithioester (ais&nent hydrolysable en fonction thiol par exemple par Taction d'une 
amine primaire), et a 1' autre extr£mit6 soit une fonction carboxylique soit une fonction 
t-butyle en utilisant le dithioester I ou EL 

Synthase du dithiobenzoate de tertiobutyle fou t-butvD (ID : 

Cette synthese a 6t€ 61abor6e a partir d'un mode general de reaction de thiol ou 
de thiolate sur un dithioester, d6crit dans l'article suivant : Leon N.H., Asquith R. S., 
Tetrahedron, 26, 1719-1725 (1970). 

Dans un ballon de 500 mL, 150 ml d' une solution d'acide thiobenzoyl 
thioglycolique k 0,016 mol.L* 1 dans l'ether diethylique est ajoutee sous forte agitation et 
a temperature ambiante a 100 mL d'une solution aqueuse basique (NaOH 0,1 N) de t- 
butyle thiolate de sodium (vendu par Aldrich, reference 35,930-0) a 0,028 moll/ 1 (1,2 
equivalents). 

Apres 12h de reaction, la phase <§th6ree est lavee avec deux fois 500 mL d'une 
solution aqueuse basique (NaOH IN) puis avec 500 mL d'une solution aqueuse 10% 
NaCL 

Le dithiobenzoate de t-butyle est purifie par chromatographic sur gel de silice 
(Kieselgel-60 ; 61uant CH2CI2) ; le produit purifie est obtenu avec un rendement 
sup^rieur a 90%. 
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Mode operatoire des fco^polvmerisations : 

Les difFerents reactifs sont introduits dans un reacteur de type Schlenk a 
temperature ambiante, et le melange est dSgaze par une succession de cycles de 
congelation/vide/ decongelation, puis mis sous azote. 
5 Le melange rSactionnel est port£ a 60°C et laiss<§ sous agitation pendant une 

trentaine d'heures. Le polymdre est precipitS dans l'6ther et sech£ sous vide de la pompe 
a palettes. 

Conditions operatoires de l'homopolymerisation du NAM (AF06 et AF37) et de 
la copolymerisation du NAM avec le NAS (AF09, FD73 et AF44) par le procede 
10 RAFT: 



Reference 
des essais 


Dithioester 


NAM/NAS 


[monomeres] 
(moLU 1 ) 


Solvant 


[monomeres]/[ 
dithioester] 


[dithioester] 
/[ADBN] 


AF06 


I 


100/0 


3,9 


dioxane 


350 


3,3 


AF37 


n 


100/0 


3,9 


dioxane 


350 


3,3 


AF09 


i 


80/20 


3,9 


dioxane 


350 


3,3 


FD73 


i 


80/20 


4 


dioxane 


350- 


4 


AF44 


n 


80/20 


3,9 


dioxane 


350 


3,3 



[ X] signifie concentration en r^actif X. 



15 
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Caracteristiques des polymeres obtenus (CE.S. couptee k un detecteur D.D.L.) : 



Reference ' 
des essais 


Temps dc reaction < 
heures) < 


L-oiiYersion j 
sn ( 
monomere(s) 


VTn 

Till J 

[g.moF 1 ) ( 


Vlpic 
[g.mol 1 ) 




AF06 


2 


5 


33000 


41000 


1,18 




4 


11 


39000 


48000 


1,17 




6 


26 


49000 


52000 


1,U 




8 


39 


55000 


61000 


1,11 




30 


68 


75000 


81000 


1,13 


AF37 


1,25 


9 


9900 


9000 


1,17 




1,66 


32 


22700 


24000 


1,02 




2 


42 


29700 


30800 


1,02 




3,5 


68 


53700 


53600 


1,03 




5,5 


78 


59700 


60200 


1,05 




7 


86 


68200 


67600 


1,06 




22 


97 


76100 


78800 


1,12 


AF09 1 


2 


7 


41300 


46700 


1,25 




4 


13 


47400 


51900 


1,29 




6 


19 


54000 


57000 


1,23 




8 


29 


57600 


62000 


1.24 




24 


60 


80000 


88500 


1,26 




33 


74 


80000 


92600 


1,28 


FD73 


30 


100 


95000 


103000 


1,30 


AF44 


2,75 


8 


6400 


5900 


1.18 




3,5 


32 


20700 


20300 


1.02 




6 


68 


46000 


43700 


1.03 




8 


82 


55700 


52300 


1.04 I 




10 


89 


60100 


56700 


1.05 




32 


98 


69900 


64100 


1.09 
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Les conditions C.E.S. / D.D.L. sont d&rites pour le tableau B de Pexemple 1. 

En fonction de la cin£tique de la reaction il est possible de contrSler la masse 
molaire Mpj C du polymdre et par exemple d'obtenir une masse molaire superieure a 
40.000 g/mole pour la population majoritaire. 

Les masses molaires des polymeres synth6tis6s croissent avec la conversion, de 
maniere parfaitement lineaire (Figure 3 qui represente la masse molaire exprimee en 
g/mole du copolymere AF 44 en fonction du taux de conversion exprimS en % ), ce qui 
permet d'envisager la synthase de copolym&res de longueur variable selon la conversion 
a laqueile la copolymerisation est stopple, et de maniere parfaitement contrSlee et 
reproductible. De plus, les indices de polymolecularite, Ip, sont tres faibles, 
particulierement lors de l'utilisation du dithioester II, ce qui indique que les chaines 
polym&res fornixes sont tres homogenes en taille. 

Exemple 3 : synthase d'un squelette a blocs ^uA-b-NAM/NAS par 
technique de polymerisation RAFT. 

Le proc&ie RAFT permet la synthese d'un squelette a blocs, presentant un bloc 
hydrophobe de poly(tertiobutyl acrylate, ^uA), et un bloc hydrophile et fonctionnel 
constitud d'un copolymere statistique N AM/N AS. 

En fait, ce copolymdre diblocs est obtenu en deux etapes : l'un des deux blocs 
est synth6tis6 dans un premier temps, puis, ces chaines polymeres (portant une fonction 
dithioester k Tune de leurs extr&nitfe) sont utilisfes comme (macro)agent de transfert 
lors de la polymerisation du monomSre correspondant au deuxteme bloc. Des 
copolymferes diblocs sont alors obtemis, en melange avec une faible quantite 
d'homopolymere du deuxieme bloc. 

C'est le copolymere NAM/NAS FD73 qui a ete utilise comme (macro)agent de 
transfert lors de la polymerisation de t-butyl acrylate. 

Mode opgratoire : 

Dans un r£acteur de type Schlenck, du copolymere FD73 (2,5 g) de T exemple 2, 
du 'BuA (2,9 g, soit la quantity n6cessaire pour allonger les chaines de copolymeres 
FD73 par un bloc de 65 000 g-mol" 1 a 100% de conversion, produit fourni par Aldrich, 
reference 37,718-2), de l'amorceur AJBN (Fluka, reference 11630) (rapport molaire 
(macro)agent de transfert / AIBN de 4) sont dissous dans 7,5 ml de dioxane. 
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Le melange est d6gaz6 par une succession de cycles de congelation/vide/ 
decongelation, puis mis sous azote. II est ensuite porte a 60°C et laisse sous agitation 
pendant 22 heures (conversion 66 %). Apres dilution par du dichloromethane, le 
polymere est pr^cipite dans lather, r£cup&e par centrifugation et s6che sous vide de la 
5 pompe a palettes. Le precipite n'est que partiellement soluble dans un tampon borate. 

L'analyse par RMN *H de la fraction insoluble confirme la presence de motifs 
de poly( ! BuA) et de poly(NAM/NAS) ; cette fraction correspond done au copolymere a 
blocs l BuA-b-NAM/NAS r6ferenc6 FD77. 

Tenant compte de Testimation de la proportion de chaines de FD73 ayant 
effectivement subies l'&ongation et de la conversion du monomere l BuA, la longueur 
du bloc P l BuA est de I'ordre de 250 000 g.mol" 1 . 

Exemple 4 : svnthese du segment hydrophobe du squelette par 
polymerisation radicalaire controlee de type RAFT. 

La synthese d'homopolym&res hydrophobes de tertiobutyl acrylate (*BuA), de 
15 tertiobutyl acrylamide (teuAAm, vendu par ALDRICH, reference 41,177-9) et 
d'octadecyl acrylamide (ODAAm, vendu par POLYSCEENCES, INC., reference 04673- 
10) a 6te effectuee par le procede RAFT, en utilisant comme agent de transfert de type 
dithioester, Pacide thiobenzoyl thioglycolique (I) (vendu par Aldrich, reference 15,788- 
0) ou de preference le dithiobenzoate de t-butyle (II) (voir exemple 2). 
20 Comme expliqu£ precSdemment, ce proced6 permet d'obtenir des chaines 

monodisperses et de masses molaires controlables en fonction de la conversion. 

Les chaines polymeres form6es portent a Tune de leurs extremites une fonction 
dithioester (qui permettra la synthase d'un deuxieme bloc, hydrophile, consecutivement 
au premier bloc hydrophobe), et k Tautre extremity soit une fonction carboxylique, soit 
25 une fonction t-butyle, selon que le dithioester I ou II a 6t6 utilise comme agent de 
transfert respectivement. 

II est a noter que les monomfcres ^uAAm et ODAAm sont des acrylamides 
mono-substitu6s, et done pr6sentant un hydrogene sur la fonction amide, ce qui rend 
difficilement controlable leur polymerisation par un autre procede de polymerisation 
30 radicalaire controlee, par exemple le proc£d£ ATRP. 
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Mode opdratoire des p ol ymerisations : 

Les differents r6actifs sbnt introduits dans un reacteur de type Schlenk a 
temperature ambiante, et le melange est degazS par une succession de cycles de 
cong61ation/vide/ ddcong&ation, puis mis sous azote. 
5 Le melange reactionnel est port6 & 60°C ou 90°C et laisse sous agitation pendant 

une trentaine d'heures. Dans le cas du ^uA, le polymfere est purifte par co-evaporation 
du monom&re r6siduel, du dioxanne et du trioxanne avec de l'acftonitrile (2 x 200 ml), 
puis s6ch€ sous vide de la pompe 4 palettes. Dans le cas du 'BuAAm, le polymere est 
purifie par co-6vaporation du monomSre r&iduel, du dioxanne et du trioxanne avec du 
10 DMF (2 x 200 ml), puis s6ch£ sous vide. 

Dans le cas du ODAAm, le polymere est purifte par precipitation dans Tether, 
puis s6ch6 sous vide de la pompe k palettes. 

Conditions op6ratoires de I'homopolvm&isation du ! BuA (MTC 90 L AF41. 
AF49. AF60. AF721 du 'BuAAm (BDL1V et du ODAAm (BDL2 ^ par le precede 
15 RAFT: 



Reference 
des 

polymeres 


Dithioester 


Nature du 
monomere 


[monomere] 
(moLL" 1 ) 


Solvant 


[monomere] 
/[dithioester] 


[dithioester] 
7[AIBN] 


Temperature 


MTC 901 


/ 


l BuA 


3,4 


dioxanne 


153 


4,1 


60°C 


AF41 


n 


*BuA 


3,4 


dioxanne 


350 


3,3 


60°C 


AF49 


n 


'BuA 


4 


dioxanne 


350 


3,3 


90°C 


AF60 


n 


l BuA 


1 


dioxanne 


350 


3 > 3 


90°C 


AF72 


n 


l BuA 


4 


dioxanne 


630 


3,3 


90°C 


BDL1 


n 


l BuAAm 


1 


dioxanne 


400 


3,3 


90°C 


BDL2 


n 


ODAAm 


1 


dioxanne 


154 


3,3 


90°C 



[X] signifie : concentration en r6actif X. 
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Caracteristiques des polvmeres (masses molaires obtenues par C.E.S. en DMF 
ou THF*)l 



Reference 
des essais 


Temps de reaction 
(heures) 


Conversion 
en 

mo nu in ci 


Mn 

(g.mol 1 ) 


Mpic 
(g.moF 1 ) 


IP 


MTC901 


5,5 


6 


6500 


11900 


1,8 




7,0 


8 


6600 


11900 


1,8 




20,3 


20 


8900 


14400 


1,7 




29,0 


30 


11100 


21100 


1,7 


AF41 


24 


33 


27600 


39000 


1,26 


AF49 


0,33 


34 


16600 


21900 


1,27 




0,50 


48 


22800 


31100 


1,29 




0,67 


58 


25500 


38300 


1,38 




0,83 


64 


32500 


43700 


1,25 




1 


69 


33700 


45800 


1,29 


AF60 


1 


30 


39900 


46200 . 


1,2 




4 


64 


46800 


50300 


1,3 


AF72 


0,67 


70 


43000 


58000 


1,3 


BDL1* 


0,17 


29 


** 


4300 


** 




0,42 


35 




13800 






1 


59 


** 


21100 


** 




1,5 


65 


** 


31000 


** 




2 


69 


** 


33400 


** 


BDL2* 


0,5 


4 


5400 


5200 


1,14 




1 


46 


12900 


16400 


1,28 




1,5 


62 


17900 


23800 


1,35 




18 


74 


17800 


24900 


1,36 




25 


77 


17600 


25300 


1,37 



* Les conditions C.E.S./DMF sont decrites dans Pexemple 1, et les conditions 
C.E.S./THF sont decrites dans l'exemple 8. 

** valeurs non d&erminables par suite de la superposition du pic du monomere 
rSsidueL 
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Les masses molaires des polymeres synthases croissent avec la conversion, de 
manidre Iineaire, ce qui permet d'envisager la synthese de segments hydrophobes de 
longueur variable selon la conversion k laquelle la polymerisation est stoppee, et ceci de 
maniere parfaitement contr616e et reproductible. 
5 De plus, les indices de polymol6cularit£, Ip, sont faibles, particulierement lors 

de Putilisation du dithioester H, ce qui indique que les chaines polymeres formees sont 
homogenes en taille. 

Enfin, par le controle de la cinetique il est possible d'obtenir pour tous les 
combinaisons de polymere une masse molaire M P i C de segment hydrophobe superieure a 
10 10.000 g/mole. 

Exemple 5 ; synthese d'un squelette tri-blocs ^nA-b-NAM-b-NAM/NAS 
comprenant un segment intermSdiaire par polymerisation radicalaire controlee de 
type RAFT. 

Dans un nSacteur de type Schlenck, du poly( r BuA) AF72 (1 g, Mn = 58 000 
15 g.mol' 1 soit 1,72 10" 5 moles) de I'exemple 4, du NAM (0.58 g), et de Pamorceur AEBN 
(1 ,5 mg) sont dissout dans 2,5 ml de dioxanne. 

Le melange est degaz6 par une succession de cycles de 
cong6iation/vide/d£cong61ation, puis mis sous azote, n est ensuite porte k 90°C et laisse 
sous agitation. 

20 Au bout de 40 minutes (conversion 72 %), un melange de NAM et de NAS en 

solution dans du dioxanne (0, 362 g de NAM et 0,545 g de NAS dans 4,6 ml de 

dioxanne) est ajoute (ce melange a ete pr6alablement degaz6 par trois cycles de 

congelation/vide/decong61ation puis mis sous azote). 

Compte tenu de la quantite de NAM rSsiduelle au moment de 1'ajout, le melange 
25 reactionnel correspond k un rapport molaire NAM/NAS de 54/46. Au bout de 20 

minutes, la reaction est stopple (81 % de conversion du melange des monom&res). 

Le milieu reactionnel est pr6cipit6 dans l'6ther. Le precipite est recuperd par 

filtration et s6ch6 sous vide de la pompe k palettes. D'autre part, le residu obtenu apres 

concentration du filtrat est s6che sous vide. 
30 L'analyse RMN *H de ce residu confinne la presence de motifs de poly( l BuA) et 

de poly(NAM/NAS) ; cette fraction correspond au copolym&re k blocs poly( l BuA-b- 
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NAM-b-NAM/NAS), ref£renc£ AF73. Compte tenu de la masse molaire du bloc 

hydrophobe (58 000 g.mor 1 ) ainsi que de la conversion, l'analyse RMN l H permet 

d'estimer la longueur du segment poly(NAM/NAS) k environ 41 000 g.mor 1 et celle du 

segment interm^diaire poly(NAM) all 000 g-moi" 1 . 

Exemple 6 : immobilisation du squelette k blocs ^uA-b-NAM/NAS par 

adsorption sur support plan hydrophobe inorganicme. 

Obtention d'un wafer de silicium hydrophobe par silanisation : 

Des plaques de silice sur silicium sont nettoySes dans du melange 

sulfochromique a 120°C pendant quatre heures, de maniere a regenerer les fonctions 

silanol de surface. 

Apres rin?age par de Feau MilliQ, Tangle de contact de Peau sur ces plaques est 
inf&rieur k 10° (non mesurable). Les plaques sont ensuite sechEes sous courant d'azote 
et imm&iiatement plong6es dans une solution de n-octadecylmethyldichlorosilane 
(ABCR reference SI0 6625-0) k 2% (v/v) dans le toluene pendant deux heures. Apres 
rin9age intensify Tac6tone, les plaques sont ensuite sechees sous courant d'azote, puis 
sous air k 120°C pendant deux heures. 

Apres cette etape de silanisation, les supports presentent un angle de contact de 
l'eaude 102° k 108°. 

Adsorption du copolvmfere k blocs feuA-b-NAM/NAS sur le wafer 
hydrophobe : 

fin de verifier Pinfluence de la pr&ence du bloc hydrophobe feuA, deux 
copolymeres sont compares : 

- le copolymere FD73 qui ne comporte pas de bloc l BuA. 

- le copolymere FD77, copolymere a blocs ^uA-b- NAM/NAS. 

Les essais d'adsorption sont r6alis& par evaporations successives de gouttes 
d'une solution de chacun des deux copolymeres dans le chloroforme, deposees a la 
surface du wafer. Les conditions experimentales sont les suivanies : 

- depots et Evaporations successifs de 5 gouttes de 45 \xL (a 200 iig.mL' 1 de 
copolymere dans le chloroforme) sur cinq supports, 

- un des cinq supports n'est pas rincE, 
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- ravage de deux des cinq supports par du chloroforme ( 2 a 3 mL en goutte a 
goutte), 

- rin9age des deux autres supports par immersion en tampon borate (pH = 9,3, 
20 minutes, 37°C), puis en tampon PBS Tween (une nuit a l'ambiante). 

L'angle de contact de l'eau est mesur£ sur chaque type de support. Les r^sultats 
sont reports dans la tableau ci-dessous (Remarque : Timmersion d'une plaque ne 
comportant pas de copolymere dans le PBS Tween conduit a un angle de contact avec 
l'eau de 85°). 



Copolymere 


Rin9age 


Angle de contact en 
degrS 


FD73 


Aucun 


46 


CHC1 3 


101 


Borate/PBS Tween 


69 


FD77 


Aucun 


non mesurable 


CHCI3 


101 


Borate/PBS Tween 


40 



10 

L'absence de bloc hydrophobe dans le copolymere FD73 ne lui permet pas de 
rester adsorb^ sur le support hydrophobe. D est ^limine lors des lavages en tampon 
aqueux. 

L'angle de contact de l'eau, descendu k 46° lors de l'adsorption du polymere 
15 retrouve une valeur de 69° (ce qui se rapproche de celle du temoin, 85°) apres les 
lavages, ce qui signifie que le polymere FD73 a et£ entraine par le lavage 

Par contre, dans le cas du copolymere 4 blocs FD77, Tangle de contact est de 
40° apres les lavages, ce qui signifie d'une part que la nature de la surface est devenue 
tres hydrophile et d'autre part que le copolymere est adsorb^ de maniere hydrophobe 
20 sur le support par Tintermediaire de son bloc *BuA puisque le lavage n'entraine pas le 
polymere 

Dans les deux cas, un lavage par un solvant organique, CHCI3, pennet 
d'entrainer la totality du copolymere, qu'il porte ou non un bloc, ce qui confirme dans 
le cas de FD77 que ce copolymere 6tait bien immobilise par adsorption hydrophobe et 
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non par couplage covalent, par exemple par I'intermediaire de quelques fonctions NAS 
du squelette qui auraient reagi sur des fonctions silanols residuelles en surface du 
support. 

Exemple 7 : synthase du monomere saccharidiaue GVE 

Le monomere l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6-0-(2-vinyloxy ethyl)-D- 
galactopyranose (appele GVE) est obtenu k partir du galactose par une reaction de 
Williamson. AprSs formation in-situ de Talcoolate du galactose protege, celui-ci reagit 
en depla$ant le CI (groupe partant) du chloro6thylvinyl ether. 

Schema reactionnel de synthase du monomere saccharidique GVE. : 



\ 

OH 7° 

S + ^^y^^o ^v* 5 ^ ^o 



r mn 44 hemes 

5eq |eq 



Une solution de l,2:3,4-di-0-isopropylidene-D-galactose (10 g, 0,038 mol, 
Aldrich, reference D 12,63 0-6) dans le dioxane (45 mL) est additionnee goutte a goutte 
a une suspension de NaH ( 4 g, 0,170 mol, Aldrich, reference 19,923-0) dans le dioxane 
15 (80 mL). 

La temperature est portee a 80°C. Trois heures apr£s, du Nal (2,9 g, 0,019 mol, 
Aldrich, reference 21,763-8) et une solution de 2-chloroethyl vinyl ether (20 g, 0,188 
mol, Interchim > 97% reference C0174) dans le dioxane (45 mL) sont ajoutes et le 
melange reactionnel est laisse k 80°C pendant deux jours. 
20 Le melange est alors dilue par de lather, lave trois fois par une solution aqueuse 

saturee en NH4CI puis par de Teau distiliee. 

La phase organique est sechee sur MgSC>4, concentree puis sechee sous vide de 
la pompe i palettes. 

Le produit brut obtenu est purifie par chromatographic sur gel de silice (eiuant : 
25 acetate d'ethyle / pentane 20/80 V/V). 

Le produit desire est obtenu sous forme d'une huile jaune (60 % de rendement). 
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Schema 1 : Monomere saccharidique GVE : numerotation et attributions des 
carbones dans Tanalyse par R.M.N. 13 C. 




!3 



Position du carbone 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

11 

12 

13 

14 



> 



J 



> 



Deplacement chimique en ppm (CDCI3) 



96,3 

66,5-71,1 



151,8 
108,5 
109,2 
24,4-26,0 
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Exemple 8 : synthase des greffons saccharidiques polvGVE et des greffons 
chloroalkvl nolvCEVE 

Mode operatoire : 

Le monomere l,2:3,4-di-0-isopropylidene-6-0-(2-vinyloxy ethyl)-D- 
galactopyranose (GVE) est secbi deux fois sur CaH2 (Aldrich, reference 21,332-2), 
avant toute experience de polymerisation cationique vivante. 
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Les polymerisations sont rSalisees dans un reacteur de type schlenk. Chaque 
r6actif y est transfSre par P intermediate d'une canule sous azote. 

En premier lieu, 20 ml de toluene (Merck, reference 1.08325.1000) (solvant de 
la polymerisation) sont introduits dans le r&tcteur et refroidis a -20°C (ou -30°C). 

De Facetaldehyde diethyl ac6tal (Aldrich, r6f6rence A90-2) (en solution dans le 
toluene) est ajoute, puis de Piodure de trim&hyl silane (Aldrich, reference 19,552-9) 
(en solution dans le toluene, 1,1 equivalent par rapport a Pacetal). 

La solution est agitee pendant 30 minutes. Le monomere (en solution dans le 
toluene) est ajout(§ ainsi que 0,2 Equivalent de ZnCl 2 (Aldrich, rSfdrence 42,943-0) (en 
solution dans lather). 

Le melange r6actionnel est laisse sous agitation a -20°C (ou -30°C) sous N 2 , 
jusqu'4 ce qu'une coloration orang£e apparaisse, signe de la conversion totale du 
monomere. 

Afin d'obtenir des chainons polymeres terminus par une fonction aldehyde, le 
melange r<§actionnel est transf&tf dans une solution aqueuse de KOH (pH = 10-12) sous 
agitation vigoureuse et le pH est rapidement ajuste k neutralisation. 

Le m61ange heterogene est laisse une heure sous agitation, et la phase organique 
est extraite par du dichloromSthane, lavfe plusieurs fois par une solution aqueuse de 
thiosulfate de sodium puis par de Peau. 

La phase organique est s<§ch6e sur MgS0 4 , concentrfe et le polymere est seche 
sous vide de la pompe a palettes jusqu'&. masse constante. 

Sch6ma 2 :num6rotation et attributions des carbones dans Tanalyse par R.M.N. 
U C. de Phomopolym&re de GVE : 




13 
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Position du carbone 


Deplacement chimique en ppm (CDCI3) 


1 i 








<Q Q 71 0 


; 3 


r 










5 


66 7 

UUj / 






ar n 


; j 






8 J 






> 


1 ao t\ 1 no ^ 


12 J 




> 


24,4-26,0 


14 J 




a 


18,0-22,0 


b 


48,0 


c 


202,0 


d 


39,0-41,0 


e 


73,9 



Tableaux recapitulates des greffons saccharidiaues polyGVE svnthetises 
Le premier tableau repr&ente les conditions operaloires des essais et notamment 
les quantites de reactifs engages. 



Reference 
essai 


[Diethyl Acetal] 
(molX 1 ) 


[TMSill (moLL 1 ) 


[GVE1 (moULT 1 ) 


[ZnCI 2 ] (moLL 1 ) 


T(°C) 


FD30 


0,010 


0,012 


0,078 


0,0020 


-20 


FD84 


0,030 


0,036 


0,350 


0,0060 


-20 


FD33 


0,005 


0,006 


0,075 


0,0010 


-20 


FD96 


0,030 


0,034 


0,68 


0,0060 


-30 


FD67 


0,005 


0,006 


0,152 


0,0010 


-20 


FD100 


0 


0,008 


0,094 


0,0004 


-30 
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Les caracteristiques des homopolymfcres obtenus sont donnees dans le tableau 
ci-dessous : 



Reference 
des essais 


M„(g.mor ! ) 
calculee 


M n (g.mor 1 ) 


M„ femur 1 ) 
(C.E.S.) 


Mpicfe-mor 1 ) 
(C.E.S.) 


(C.E.S.) 


FD30 


2 500 


2 950 


1 200 


1 700 


1,26 


FD84 


3 800 


3 900 


2 100 


2 400 


1,17 


FD33 


5 000 


5 800 


900 


1 500 


1,39 


FD96 


7 500 


6 200 


3 400 


3 900 


1,11 


FD67 


10 000 


5 800 


3 200 


4 500 


1,24 


FD100 




13 600 


5 500 


6 900 


1,37 



5 Tableau r6capitulatif d'autres types de greffons synthetises (polychloro&hyl 

vinyl ether) polyCEVE : 

Les segments lateraux pr6par&s 4 base de polyCEVE presentent des fonctions 
chloroalkyl qui peuvent etre utilisees pour le couplage covalent de ligands biologiques. 
Ce polym&re a et6 synthettse selon une procedure dScrite dans V article : 
10 Hfrogusz V., Deffieux A. et Fontanille M., Makromol. Chem., Macromol. Symp., 32, 
199 (1990). 



REF 


M n (g-mor 1 ) 
calculee 


M B (g.mor ! ) 
(R.M.N. ! H) 


Mnfe-mor 1 ) 
(C.E.S.) 


MpicCg.mol' 1 ) 
(C.E.S.) 


(C.E.S.) 


FD21 


5 000 


4 200 


4 300 


5 400 


1,20 


FD23 


5 000 


5 100 


4 400 


5 300 


1,18 


FD29 


2 000 


1 900 


1400 


1 900 


1,33 


SC1F2 


11200 


* 


9 300 


9 500 


1,03 


SC4 


30 000 


* 


22 000 


27 700 


1,13 


SC5C2 


40 000 


* 


24 200 


31 000 


1,24 



* m&hode de determination non approprtee pour des polymeres de masse 
15 molaire sup6rieure a 5 000 g.mol" 1 . 
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Conditions d'analyses par C.E.S. dans Ie THF avec 6talonnage polystyrene : 

- Colonne : Polymer Laboratories Gel Mixed column, Type C, 

- Pompe : Waters 510 High Perfomance Liquid Chromatography, 

- D<§tecteur UV : Waters 2484, 

- Detecteur rdfractometrique differentiel : Waters 410, 

- Eluant : T^trahydrofurane (THF), 

- D6bit : 0,5 mL.min" 1 , 

- Etalons : standards Polystyrene. 

Exemple 9 : deprotection des greffons saccharidiques polvGVE 
Mode operatoire : 

La deprotection des motifs saccharidiques des greffons polyGVE s'effectue 
selon une procedure decrite dans la literature. 

Du polyGVE (1 g) est dissout dans 10 mL d'un melange acide trifluoroacetique 
/ eau (5/1, V/V). 

Le milieu reactionnel est laiss6 i temperature ambiante pendant une heure, puis 
neutralist par une solution saturde en NaHC03. 

Le melange est ensuite dialyse (membrane cellulose Spectra/Por 6, cut-off : 2 
000 g.mor 1 ) pour eliminer les sels, l'acide trifluoro ac&ique r6siduel et Pacetone 
lib&ree lors de la deprotection. La solution dialysee est lyophilisee. 

Le polym&re d£prot6g£ est analyst par R.M.N. l H; le spectre confirme la 
disparition complete des groupements isopropylidenes sur les motifs saccharidiques. 

Exemple 10 : couplage d'ODN sur les greffons saccharidiques deproteges : 

Des essais de couplage d'une sequence nucleotidique du virus de Phepatite C 
(ODN 1) sur le polyGVE d6prot6g6 ont 6t6 realises, selon differentes conditions 
dScrites ci-dessous. 

Sequence nucleotidique : 

SEQ BDN° 1 : 5 '-TCA-ATC-TCG-GGA-ATC-TC A- ATG-TTA-G-3 5 
Cette sequence comporte un bras de couplage C6-NH 2 a Pextr&nite 5' tel que 
d<§crit dans le WO 91/19812. 

Cette reaction de couplage sur les homopolymeres saccharidiques s'efFectue par 
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amination reductrice entre la fonction ald6hyde (masquee) presente sur chaque motif 
saccharidique (equilibre d'ouverture du cycle saccharidique), et la fonction amine 
primaire k l'extr&nite du bras amin£ en 5'de TODN. 

Schema rSactionnel de couplage d'ODN sur le PGVE d6prot6g<§ : 



Conditions testees : 

- ratio solvant organique/tampon aqueux : 90/10, 

- Tampon borate de sodium pH = 9,3 : 100 mmoLL' 1 , 50 mmol.L" 1 ou 25 
mmol.L" 1 , 

- Solvant organique : DMF ou DMSO, 

- Temperature : 50°C 

- 1 ODN pour 3 motifs saccharidiques, soit un maximum theorique de 6 
ODN/greffon, sachant que les greffons polyGVE utilises ont un degre de 
polymerisation de 18. 

Mode operatoire : 

Pour chaque echantillon, 5 nmoles d'ODN dans 20 \xL de tampon aqueux sont 
introduits dans 180 jxL d'une solution organique de polyGVE (FD 33) d<§protege (15 
nmoles de motifs saccharidiques). Le melange est laisse sous agitation a 50°C pendant 




-cho 

*OH 




2. NaBH< 

temperature ambiante 
1 hcure 
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cinq jours. La reduction des fonctions imines formees s'effectue par ajout de NaBEL* 
(trois fois 100 equivalents, k lh d'intervalle, & temperature ambiante). 

Les dchantillons sont alors seches au speed- vac puis repris dans 200 pL d'eau 
distillte juste avant analyse par C.E.S. (colonne UH500, eluant tampon phosphate pH = 
5 6fikOAmoLV l ). 

Tableau rdcapitulatif des essais de couplage d'ODN sur le polvGVE FD33 
deprotege : 



Solvant organique 


Tampon borate 
pK93 


Rendement de 
couplage 


Nombre moyen 
d'ODN par greffon 


DMF 


25 mM 


20% 


1,2 


DMF 


50 mM 


20% 


1,2 


DMF 


100 mM 


20% 


1,2 


DMSO 


25 mM 


0 


0 


DMSO 


50 mM 


0 


0 


DMSO 


100 mM 


0 


0 



10 Exemple 11 : fonctionnalisation terminale des greffons saccharidiques 

poIyGVE : 

Fonctionnalisation hydrazine 

Afin de fonctionnaliser les polyGVE & terminaison aldehyde par un groupe 
hydrazine, le fluorenyl methyl carbazate (Fmoc) est utilise. 



15 
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Fonctionnalisation te rminate d es ereffons saccharidiques par une fonction hydrazine 



*CH 2 CHO 



Etape A 



^wwwwww CH 2 CH=N ]f 
O 

+ H 2 0 




*CH 2 CH=>T Y 



Etape B 



Etape C NaBH 4 




vwwvvwvumi* CH 2 CH 2 - NH— NH 2 

Etape A : 

Une solution de polyGVE (1 g) da ns le dichlorom6thane (vendu par Aldrich 
quality HPLC, reference 27,056-3) (4 mL) est placee sous agitation et sous azote a 
temperature ambiante. Un equivalent de Fmoc (vendu par Fluka, reference 46917) 
(0,125 g) en solution dang 2 mL de dichloromethane est ajoute. Au bout de deux 
heures, le polym&re est pr6cipit6 dans du pentane. 



WO 01/92361 

La suspension trouble est centrifiig6e jusqu'i obtenir un filtrat limpide. Le culot 
et le filtrat sont seches sous vide de la pompe & palettes. Le polymere est analyse par 
RMN l H et par spectrom&rie de masse MALDI-TOF. Ces analyses indiquent une 
fonctionnalisation quantitative des greffons. 
5 Etape B : 

Le poIyGVE-Fmoc (0,600 g) est dissous dans 3 mL de dichlorom6thane. On 
ajoute 1 mL d'une solution de pip&idine (vendu par Aldrich, reference 10,409-4) dans 
le dichlorom&hane sec (0,5 moLL" 1 , 4 Equivalents de piperidine pour 1 equivalent de 
polymere). 

10 Le melange est agite sous azote k temp6rature ambiante pendant lh30. Le 

polymere est precipit6 dans du pentane et recupere par centrifugation. L 5 analyse RMN 
l H confirme la disparition complete du groupement Fmoc. 
Etape C : 

Afin d'effectuer la reduction de la fonction hydrazone formee en extremite des 
15 greffons, un exc£s de NaBBU (0,033 g, vendu par Aldrich, reference 48,088-6) est 
introduit dans 8 mL d'une solution du polymere precedent dans le dichloromethane en 
presence de 1 ml d'6thanol. 

Apres cinq heures de reaction k temperature ambiante, le milieu reactionnel est 
dilue par CH2CI2 et Pexces de NaBH4 est hydrolyse par une solution aqueuse saturee en 
20 NaCl. Des l'ajout de cette solution, il se forme une Emulsion. Apres trente minutes de 
decantation, deux phases limpides sont obtenues. 

La phase organique est lavee trois fois avec de l'eau distillee, sechee sur MgS04 
et concentree. Le polymere est seche sous vide de la pompe a palettes. 
Fonctionnalisa tion amine ! 
25 Afin de fonctionnaliser les polyGVE £ terminaison ald6hyde par un groupe 

amine primaire, rhexam&hylene diamine (HMD A, vendu par Aldrich, reference 
HI ,169-6) est introduite & TextrfeiitS des greffons par amination reductrice 
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Fonctionnalisation terminate des greffons saccharidiques par une fonction amine. 



CHCI3 



H 2 N— (CH 2 ) 6 — NH 2 



+ 



wwwvCH 2 CHO 



vww^y CH 2 CH = HN — (CH 2 ) 6 NH 2 



1 nuit 



10 eq 



1 eq 



I NaBH* 
I EtOH 
T 12 heures 



wwwvCH 2 CH 2 - HN — (CH 2 ) 6 NH 2 



5 



Du polyGVE (0,150 mg) est dissout dans du chloroforme (15 mL) et 0,057 mg 
de HMDA (10 equivalents) sont ajoutfe. Le melange rSactionnel est laisse sous 
agitation a temperature ambiante 12 heures. 

Afin d'effectuer la reduction des imines formees en amines secondares, du 
10 NaBHU est introduit (10 equivalents dans 1 mL d'ethanol). 

L'exces de NaBHU est hydrolys6 par ajout de 300 mL d'une solution aqueuse 
saturee en NH4CL 

La phase organique est extraite par 50 mL de chloroforme, lavee trois fois par 
300 mL de la solution aqueuse saturee en NH4CI, puis une fois par une solution 
15 aqueuse saturee en NaHC0 3 , s£ch6e sur MgS04 concentr6e et sechee sous vide de la 
pompe k palettes. 

Les analyses par RMN ] H et par spectrometrie de masse MALDI-TOF du 
polymfere confirment la structure des greffons fonctionnalises. 
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Exemple 12 : ancrage des greffbns saccharidiques sur le squelette 

Une des possibility pour parvenir k la structure greffee est de faire r6agir les 

greffbns fonctionnalises par une fonction amine (ou hydrazine) sur le squelette 

copolym£re de NAM et de NAS, comme d6crit ci dessous : 

Reaction du greffon-NH2 (ou du greffon-NH-NH 2 ) sur les fonctions esters 
actives du squelette NAM/NAS : 




Le grefifbn-NH 2 (120 mg, 2.10' 5 moles) et le squelette (copolymdre de NAM et 
de NAS de 120 000 g/mol, de rapport molaire NAM/NAS 6gal a 60/40, 23 mg, 6.10' 5 
moles de motifs NAS) sont dissous sous azote dans 2 mL de DMF en presence de 
tri&hylamine (3 mg, 3.10" 5 moles). 

Le mdlange est plac6 sous agitation (thermomixer) a 40°C. Aprds cinq jours, le 
solvant est 6liinm6 par Evaporation sous vide. Le r^sidu est analyse par C.RS. (eluant 
DMF, etalonnage polystyrene). 

Le rendement de greffage est calcule en comparant Taire du pic correspondant 
aux greffons residuels avec l'aire du pic correspondant aux greffbns introduits en 
utilisant du toludne comme reference interne. 

Dans ces conditions, un rendement de greffage de Tordre de 90% est obtenu, 
soit une moyenne de 72 greffbns (segments latdraux) par chaine squelette. 
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REVENDICATIONS 



1. Polymere biocompatible d'une masse molaire superieure a 50.000 g/mole, 
pr6f6rentiellement 90.000 g/mole permettant la fixation de ligands biologiques 
comprenant au moins un premier segment lineaire consistant en un homopolymere 
hydrophobe resultant de la polymerisation d'un monomere A hydrophobe ; un 
deuxieme segment lineaire consistant en un copolymere hydrophile resultant de la 
copolym6risation d'un monomfcre B portant une fonction reactive X et d'un monomere 
C hydrophile et ne portant pas de fonction reactive, ledit deuxieme segment etant lie a 



une extr&nite du premier segment de maniere covalente et I' ensemble des deux 
segments constituant le squelette du polymere. 

2. Polymere selon la revendication 1, caractdris6 par le fait que le monomere A 
est choisi parmi les derives m&hacrylates, acrylates, acrylamides, methacrylamides, 
styrenique, de preference le n-butyl acrylate, le tertiobutyl acrylate, le tertiobutyl 
acrylamide, 1'octadecyl aciylamide ou le styrdne. 

3. Polymere, selon Tune quelconque des revendications 1 k 2, caracterise par le 
fait que le monomere B est choisi parmi les derives fonctionnels d' acrylate, de 
methacrylate, d'acrylamide, de m6thacrylamide et derives fonctionnels styrenique, de 
preference le N-aciyloxy succinimide, le N-mSthacryloxy succinimide, le 2- 

20 hydroxyethyl methacrylate, le 2-aminoethyl methacrylate, le 2-hydroxy£thyl acrylate, le 
2-aminoethyl acrylate ou le l,2:3,4-di-(9-isopropyUdene-6-(9-acryloyl-D- 
galactopyranose. 

4. Polymere selon 1'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise par le 
fait que le monomere C est choisi parmi les derives d'acrylamide, de methacrylamide 

25 

ou la N-vinylpyrrolidone, de preference la N-vinylpyrrolidone ou la N-acryloyl 
morpholine. 

5. Polymere selon i'une quelconque des revendications 1 a 4, caract6ris6 par le 
fait que X est choisi parmi les fonctions amine, aldehyde, acide carboxylique active 
sous forme d* ester de N-hydroxysuccinimide. 
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6. Polymere selon Tune quelconque des revendications 14 5, caracterise par le 
fait que le premier segment a une masse molaire comprise entre 10.000 et 250.000 
g/mole. 

7. Polymere selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracteris6 par le 

5 

fait que le deuxieme segment a une masse molaire superieure a 40.000 g/mole et de 
preference superieure a 80.000 g/mole. 

8. Polymere selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 caracterise par le 
fait que le deuxieme segment est un copolymere statistique dont la composition 
exprimee par le rapport des quantites de monomeres en mole, quantite de monomere C 

10 

sur quantity de monomere B est comprise entre 1 et 10, pr^ferentiellement entre 1,5 et 
4. 

9. Polymere selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 comportant, en 
outre, au moins un segment dit lateral consistant en un homopolymere lineaire resultant 
de la polymerisation d'un monomere D portant une fonction reactive Y, ledit segment 

15 

lateral etant lie de maniere covalente sur le deuxieme segment en un seul point de 
liaison par P intermediate des fonctions reactives X du monomere B. 

10. Polymere selon la revendication 9, caracterise par le fait que la fonction 
reactive Y est difiterente de la fonction reactive X. 

11. Polymere selon la revendication 9, caracteris6 par le fait que la fonction 

20 

reactive Y est identique k la fonction reactive X. 

12. Polymfcre selon la revendication 11, caracterise par le fait que les fonctions 
rSactives X et Y sont des fonctions protegees. 

13. Polymere selon Tune quelconque des revendications 9 a 12, caracterise par 
le fait que le monomere D est choisi parmi les derives d'un sucre, avantageusement 

25 parmi les d6riv6s du galactose et de preference le monomere D est le l,2:3,4-di-<9- 
isopropylidene-6-0-(2~vinyloxyethyl)-D-galactopyranose. 

14. Polymere selon Tune quelconque des revendications 9 4 12, caracterise par 
le fait que le monomere D est le chloro 6thyl vinyl 6ther. 

15. Polyntere selon Tune quelconque des revendications 9 a 14, caracterise par 
30 le fait que le segment lateral a une masse molaire supdrieure a 1500 g/mole. 
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16. Polym&re, selon Tune quelconque des revendications 1 k 15, comprenant en 
outre un segment dit d'eloignernent intercald de mantere covalente entre le premier 
segment et le deuxieme segment consistant en un homopolymfere lineaire resultant de la 
polym6risation d'un monom&re E hydrophile, ledit monomere ne portant pas de 
fonction reactive. 

17. Polymere selon la revendication 16, caracterise par le fait que le monomere 
E est choisi parmi les d€riv6s d'acrylamide, les derives de methacrylamide, la N- 
vinylpyrrolidone, laN-acryloyl morpholine. 

18. Polym&re, selon Tune quelconque des revendications 16 ou 17, caracterise 

10 

par le fait que le monomdre E est identique au monomere C. 

19. Conjugu6 polymdre-ligand biologique comprenant au moins un ligand 
biologique fix6 sur un polymere tel que d£fini dans Tune quelconque des revendications 
1 ^ 18. 

20. ConjuguS polymfere-ligand biologique, selon la revendication 19, caracterise 

15 

par le fait que la fixation du ligand biologique sur le polymere est realisee directement 
par couplage covalent. 

21. Conjugue polymere-ligand biologique, selon la revendication 19, caracterisd 
par le fait que la fixation du ligand biologique sur le polymere est realisee indirectement 
par une interaction non covalente. 

20 

22. Dispositif de capture d'une molecule cible dans le but de la detecter et/ou la 
doser et/ou la purifier comprenant un support solide sur lequel est immobilise un 
conjugue polymere-ligand biologique tel que ddfini dans Tune quelconque des 
revendications 1 9 & 2 1. 

23. Dispositif selon la revendication 22, caracterise par le fait que le conjugue 

25 

polymere-ligand biologique est immobilise sur le support solide par adsorption. 

24. Dispositif selon la revendication 22, caracterise par le fait que le conjugue 
polymere-ligand biologique est immobilise sur le support solide par liaison covalente. 

25. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 22 a 24, caracterise par 
le fait que le ligand biologique est capable de former un complexe de capture 

30 ligand/anti-ligand. 
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26. Dispositif selon la revendication 25, caracterise par le fait que ledit anti- 
ligand constitue la molecule cible. 

27. Proc6de de synthese d'un polymfere selon" Tune quelconque des 
revendications 1 a 18, caracterise par le fait que Ton prepare le squelette lin£aire du 

5 

polymere par accroissement de chaines par la technique de transfert reversible de 
chaines par addition/fragmentation (RAFT) en presence d'un agent de transfert de type 
dithioester. 

28. Procede de synthase d'un polymere selon Tune quelconque des 
revendications 9 a 18, comprenant les etapes suivantes : 

10 - Ton prepare le squelette lineaire du polymere par la technique de 

polymerisation par transfert reversible de chaines par addition/fragmentation (RAFT) 
en presence d'un agent de transfert de type dithioester, 

- Ton prepare independamment le segment lateral par une technique de 
polymerisation contr616e choisie parmi le groupe comprenant la polymerisation 

15 cationique vivante, la polymerisation anionique vivante, la polymerisation par transfert 
reversible de chaines par addition/fragmentation (RAFT), puis Ton introduit sur ledit 
segment lateral, a une extremite, une fonction reactive capable de reagir avec la 
fonction reactive X du monomere B present sur le squelette, 

- Ton met en presence le squelette lineaire et le segment lateral pour permettre le 
20 couplage. 
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